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Résumé 
Les réponses des cellules T CD4 (Thelper, TH) jouent un rôle clé dans l'immunité 
antivirale. Cependant, celles générées par l'infection au VIH et les vaccins candidats sont 
variables. Des données chez la souris et l'humain suggèrent que des réponses TH antivirales 
peuvent être générées avant l'exposition à l'antigène spécifique par réaction croisée avec 
d'autres microorganismes et influencer les réponses TH ultérieures. Les réponses TH au VIH 
chez des individus séronégatifs seront investiguées et comparées à celles de sujets infectés. 
Une haute prévalence de réponses TH prolifératives au VIH a été observée chez des sujets 
VIH-. Gag montre une légère prédominance sur les autres protéines du VIH Env, Nef et Pol 
(33% des donneurs VIH- ont une réponse contre Gag >1% par test CFSE), mais qui diffère de 
l’immunodominance observée chez les donneurs VIH+. Malgré les réponses prolifératives 
plus petites chez les donneurs VIH-, des lignées cellulaires de TH spécifiques pour Gag ou 
Env ont pu être générées. Un marquage intracellulaire a validé leur spécificité et leurs 
fonctions montrant des réponses dominées par l'expression de TNF et CD40L 
comparativement à celles dérivées de donneurs VIH+ produisant beaucoup d’IFN-γ. L’affinité 
antigénique varie chez les sujets VIH-, mais peut être améliorée chez certains donneurs en 
optimisant la présentation antigénique. Une cartographie d’épitopes pour Env gp41 à identifier 
des épitopes reconnus par les TH. Les résultats montrent la présence de TH spécifiques au 
VIH chez une proportion de donneurs séronégatifs. Ces cellules pourraient influencer le 
développement de réponses vaccinales et spécifique au VIH durant l’infection aiguë. 
 
Mots-clés : VIH, cellule T CD4, Gp41, cartographie d’épitopes, lignée cellulaire 
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Abstract 
CD4+ T cell (Thelper, TH) responses play a key role in antiviral immunity. However, HIV-
specific TH responses generated either by infection or by vaccine candidates are highly 
variable. Studies in mice and humans suggest that antiviral TH responses can be generated 
before exposure to the specific viral pathogen through cross-reactivity with other 
microorganisms These pre-existing responses may influence development of TH responses 
upon pathogen or immunogen exposure. We investigated HIV-specific TH responses in HIV-
uninfected individuals (UD) and compared them to those of HIV-infected donors (HI).  The 
prevalence of HIV-specific proliferative TH responses in UD was surprisingly high: 33% of 
UD had a robust Gag response >1% by CFSE assay. While Gag was more frequently targeted 
than the alternative HIV proteins Env, Nef and Pol, we did not observe the strong Gag 
immunodominance pattern seen in HI. Proliferative responses were overall lower in UD than 
HI, but strong expansion was occasionally observed. We derived Gag- and Env-specific short-
term TH cell lines from UD and used intracellular staining to confirm their specificity and 
functions.  TNF-α and CD40L dominated TH responses in UD lines, contrasting with HI lines 
that were robust IFN- producers. Functional affinity in UD was variable and could be 
improved in some subjects by optimization of antigen presentation. Gp41 epitope mapping 
identified peptides recognized by TH from UD. The results show that functional HIV-specific 
CD4 T cells exist in a substantial proportion of UD. Such pre-existing CD4 T cell could 
impact development of virus-specific TH responses at the time of acute HIV infection and 
influence responses to vaccine candidates. 
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Introduction 
1. Le VIH 
1.1 Incidence et mode de transmission du VIH  
Le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) est à l’origine d’un grand défi du 
domaine de la santé au niveau mondial, et ce depuis plusieurs années. Le VIH est un rétrovirus 
causant la perte des lymphocytes T CD4+ et une activation immunitaire chronique qui mène 
au syndrome de l’immunodéficience acquise (SIDA) (1, 2). Selon le dernier rapport mondial 
de l’Onusida en 2014, 36,9 millions de personnes étaient infectées par le VIH (3) et  on 
compte plus de 25 millions de décès depuis 1981 à la suite de maladies associées au SIDA (4, 
5). Le nombre de nouvelles infections pour l’année 2014 grimpe à 2 millions. Ce nombre reste 
très élevé malgré la baisse de 35% enregistrée depuis 2000. Pour le moment, les traitements 
d’antirétroviraux permettent de prolonger la durée de vie des personnes atteintes du VIH, mais 
seulement 40% des gens infectés ont accès à ce traitement (3, 6).  
1.2 Classification  
Le VIH fait partie de la famille des rétrovirus (7) et plus spécifiquement du genre 
Lentivirus (8).  Le VIH est un rétrovirus dit complexe. En plus de posséder 3 gènes de base 
gag (groupe d’antigènes), pol (polymérase) et env (enveloppe) qu’ont les rétrovirus simples, 
ils possèdent aussi 6 gènes codant pour des protéines accessoires (Tat, Rev, Nef, Vpu, Vpr et 
Vif) (8). Il existe deux types de virus du VIH : le VIH-1 et le VIH-2 (9). Le VIH-1 est le virus 
à l’origine de l’épidémie du SIDA. Il a évolué à partir du virus de l’immunodéficience 
 2 
simienne (VIS) du chimpanzé (VIScpz) (8). Le VIH-2, qu’on retrouve surtout en Afrique, est 
moins pathogène. Il découle du VIS infectant les sooty-mangabeys (VISsm) (10). 
Le VIH-1 peut être différencié en 4 groupes : le groupe M, le groupe N, le groupe O et 
le groupe P. Le groupe M est celui qui est responsable de l’épidémie du VIH-1 dans le monde 
avec 33 millions de personnes infectées. Le groupe O, tant qu’à lui, infecte quelques dizaines 
de milliers de personnes en Afrique. Les groupes N et P sont présents au Cameroun, mais 
n’infectent que quelques personnes (8, 11).  
Pour le groupe M, on retrouve 9 sous-groupes appelés clades (A, B, C, D, F, G, H, J et 
K) (11). En Amérique, c’est le clade B qui est retrouvé le plus fréquemment. 
1.3 Structure du VIH 
1.3.1 Structure de la particule virale  
La représentation d’une particule virale mature du VIH-1 est illustrée dans figure 1 à la 
page 3. Le VIH de type 1 est un virus diploïde à ARN simple brin de polarité positive. Son 
génome fait 9,2 kb (12). Ce virus est un virus enveloppé et fait entre 110 et 128 nm de 
diamètre (13). L’enveloppe est constituée d’une bicouche lipidique. Elle contient les protéines 
virales Gp41 et Gp120 qui constitue les deux sous-unités de la protéine de l’enveloppe (14).  
Juste sous l’enveloppe, on y retrouve la matrice qui est composée de la protéine p17. 
Elle sert de coquille protectrice au virus (15). Vient ensuite la capside. La capside est 
constituée de la protéine p24 et a une forme conique. Sa longueur varie entre 100 et 120 nm et 
son diamètre entre 50 et 60 nm vis-à-vis la partie la plus large. On dénombre 1 500 protéines 
p24 dans la capside. Elle contient les deux copies d’ARN du génome viral et quelques 
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protéines comme la nucléocapside (p7), la transcriptase inverse, l’intégrase et les protéines 
accessoires (16). La nucléocapside est une protéine associée au génome dans les virions 
matures. Elle permet aussi l’attachement de la transcriptase inverse et de l’intégrase au 
génome (17). 
Figure 1: Représentation de la structure d'un virion mature du VIH-1 
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1.3.2 Structure du génome viral  
Le génome du VIH-1 contient 9 gènes : gag, pol, env, tat, rev, vif, vpr, vpu et nef (voir 
le schéma de la figure 2 au bas de la page). Le gène gag code pour les protéines structurales 
p24, p17 et p7 (18). Le gène pol code pour les protéines enzymatiques suivantes : la 
transcriptase inverse, l’intégrase et la protéase (19). Le gène env va permettre la production 
des glycoprotéines de l’enveloppe qui comprend Gp120 et Gp41 (20).  
Dans un deuxième cadre de lecture, le gène tat produira la protéine de transactivation 
de la transcription (Tat), le gène vif produira le facteur d’infectivité virale (Vif), le gène vpu 
produira la protéine virale U (Vpu) et le gène nef produira le facteur de régulation négative 
(Nef) (21).  
Dans un troisième cadre de lecture, on y retrouve deux gènes, le gène vpr codant pour 
la protéine virale R (Vpr) et le gène rev codant pour la protéine régulant l’expression virale 
(Rev) (22). Le génome viral est aussi encadré de longues séquences terminales répétitives 
(LTR) pour faciliter son intégration dans le génome de la cellule hôte , ainsi que pour réguler 
la réplication et l’expression virale (23).  
 
Figure 2: Organisation génomique du VIH-1 
 5 
1.4 Principales protéines du VIH 
1.4.1 Env 
La protéine de l’enveloppe est un trimère de 441.9 KDa située à la surface du virus du 
VIH-1 (24). Elle contient deux sous-unités associées par des liens non-covalents que l’on 
nomme Gp120 et Gp41 (25). C’est deux sous-unités sont produites à la suite du clivage 
protéolytique du précurseur Gp160 dans le réticulum endoplasmique (RE) (20). Cette protéine 
détient des fonctions importantes puisque c’est elle qui va permettre l’attachement du virus à 
la surface de la cellule cible et la fusion avec celle-ci lors de son interaction avec la molécule 
CD4 et le corécepteur CCR5 ou CXCR4 (24, 26). 
1.4.2 Gag 
La protéine Gag est une polyprotéine synthétisée sous la forme de précurseur p55Gag 
(16). À la suite de son clivage protéolytique par la protéase virale encodée par le gène pol 
(27), les protéines de la matrice (p17), la capside (p24) et la nucléocapside (p7) seront formées 
(28). La fonction principale de la capside est de protéger le génome viral afin d’assurer sa 
livraison dans la cellule cible dans des conditions optimales. Elle s’assure aussi que la 
transcription inverse soit efficace. Malgré ses rôles importants, elle ne constitue pas une 
structure très stable et symétrique, ce qui la rend difficile à explorer en détails. Toutefois, des 
structures recombinantes analogues à la capside originale du virus ont été produite et nous ont 
permis d’obtenir la plupart des informations que nous possédons sur sa structure (16).   
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1.4.3 Pol  
La protéine produite par le gène pol sera clivée pour produire la transcriptase inverse, 
l’intégrase et la protéase virale. La transcriptase inverse a deux fonctions enzymatiques : elle 
possède une activité ADN polymérase et une activité RNase H (12). Cette enzyme 
hétérodimérique peut autant se servir de l’ADN que de l’ARN comme matrice pour la 
synthèse d’ADN. Sa fidélité lors de la synthèse est assez faible, 1 mutation par 300 000 paires 
de base (29-31). Cela cause donc une accumulation de mutations dans le génome du VIH-1, ce 
qui est à l’origine de la haute diversité observée entre les différentes souches du VIH-1, ce qui 
cause le développement de mutations de résistance aux médicaments antiviraux ainsi qu’aux 
réponses immunitaires. 
1.4.4 Les protéines accessoires 
Le VIH-1 compte 4 protéines accessoires : Tat, Rev, Nef, Vpu, Vpr et Vif. Ces 
protéines sont nommées «accessoires», car elles ne sont pas indispensables à la réplication 
virale en culture cellulaire. Elles ont toutefois des rôles importants in vivo. Leur rôle est de 
permettre au virus d’échapper au système immunitaire, principalement l’immunité intrinsèque 
inné (32, 33). Vif, Vpu et Vpr font toutes les trois parties de la super famille des ubiquitines 
ligases (33).  
Tat est la protéine responsable de l’activation de la transcription du génome virale, 
d’où son nom «trans-activator of transcription». Son rôle est de recruter le «positive 
transcription elongation factor b» (p-TEFb) sur le complexe de pré-initialisation. Pour ce faire, 
elle va interagir avec l’extrémité 5’ de l’ARN viral nouvellement synthétisé. Ce fragment 
d’ARN possède une structure en forme d’épingle à cheveux et ce nomme TAR (trans-
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activating response element). Tat va par la suite travailler avec p-TEFb pour phosphoryler le 
domaine C-terminal de la polymérase II afin d’augmenter le taux d’élongation de la 
transcription du VIH (34, 35). 
La protéine Rev est impliquée dans une étape précise du cycle de réplication du VIH. 
Cette protéine de 20 KDa sert à exporter du noyau les ARNm des protéines structurales qui 
sont partiellement ou non-épissés (36). Rev va reconnaitre une structure en forme d’épingle à 
cheveux située dans le gène env et s’y lier. Cette structure est appelée «Rev response element» 
(RRE) (37). De cette façon, les protéines de structure peuvent quitter le noyau pour être 
traduite dans le cytoplasme.  
Vif est une protéine de 23 KDa (38). Elle a un rôle critique à jouer dans la production 
de virus infectieux (39). Sa principale cible est la protéine apolipo protein B mRNA-editing 
enzyme catalytic polypeptide-like 3G (APOBEC3G) qui est une cystidine désaminase 
cellulaire (40). Normalement, APOBEC3G est incorporé dans les virions lors de l’assemblage 
dans le but de causer du dommage à l’ADN du virus lors de la transcription inverse. Vif va 
venir interagir avec APOBEC3G et l’ubiquitiner pour entrainer sa dégradation, ce qui l’exclut 
des virions (32).  
Vpu a un rôle plus spécialisé. Elle contrôle le mode de transmission du virus. Cette 
protéine de 16 KDa va interagir avec la tétherine afin de l’enlever de la membrane cellulaire 
(41). Tétherine est normalement présente à la membrane plasmique afin d’empêcher la relâche 
des nouveaux virions nouvellement synthétisés dans le milieu extracellulaire (32). 
L’accumulation des particules virales à l’extérieur de la cellule infectée résultera à leur 
transport vers des endosomes (33). Vpu va donc se lier aux nouvelles molécules tétherines 
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synthétisées dans l’appareil de Golgi afin de former un complexe. Tétherine sera dégradée par 
la suite (42). Vpu a également un deuxième rôle, soit celui de réduire l’expression de CD4 à la 
surface de la cellule (32). Les molécules CD4 dans le RE peuvent se lier aux molécules de 
l’enveloppe du VIH-1 nouvellement synthétisées, ce qui empêche les particules de l’enveloppe 
de se rende à la surface cellulaire pour l’assemblage des nouveaux virions (33). Vpu recrute 
donc une ubiquitine ligase sur la queue cytoplasmique des molécules CD4 retenues dans le RE 
pour procéder à leur dégradation (41).  
Une autre protéine du VIH-1 a aussi le rôle de réduire l’expression du CD4 à la surface 
de la cellule, ce qui montre l’importance de ce mécanisme pour la propagation virale. Nef est 
une protéine de 27 KDa et elle est la première protéine exprimée à la suite d’une infection. Nef 
va aller interagir avec la queue cytoplasmique des molécules CD4 se retrouvant dans la 
membrane plasmique afin d’engendrer leur endocytose qui mènera à leur dégradation (33). 
Cela a pour but d’éviter une surinfection des cellules, ce qui les tueraient. Cette réduction de 
l’expression du CD4 à la surface cellulaire permet au virus d’échapper à l’immunité adaptative 
en diminuant la reconnaissance par les anticorps, puisque certains d’entre eux reconnaissent la 
conformation que l’enveloppe aborde lorsqu’elle est liée au CD4. Nef permet également au 
virus de réduire l’expression des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) 
de classe I, ce qui réduit la reconnaissance des cellules infectées par les cellules T CD8. 
La dernière protéine est Vpr. Ses fonctions ne sont pas encore toutes connues, mais 
nous savons que cette protéine de 14 KDa (43) est impliquée dans le transport du complexe de 
pré-intégration (CPI) vers le noyau et dans l’arrêt du cycle en phase G2 des cellules infectées 
(33). Elle arrête le cycle cellulaire en phase G2 car à ce moment les LTR viraux sont plus 
actifs et donc l’expression des gènes viraux est augmentée (44). 
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1.5 Le cycle de réplication 
On peut diviser le cycle de réplication du VIH-1 en deux grandes parties : la phase 
précoce et la phase tardive. Les étapes du cycle de réplication sont représentées dans la figure 
3 à la page 11. La phase précoce débute avec l’attachement du virus à la membrane d’une 
cellule T CD4. Cela se fait à l’aide de la protéine gp120 qui va aller lier la molécule CD4. 
Cette liaison induit un changement de conformation de gp120, ce qui permet l’exposition du 
site de liaison au corécepteur (25). Gp120 est la protéine en charge de lier le corécepteur qui 
est en général soit CCR5 soit CXCR4 selon le tropisme du virus (45). L’usage plus rare de 
d’autres corécepteurs a été rapporté dont CCR2b, CCR3 et CCR8 (46). Cette liaison induit un 
changement de conformation dans gp41 ayant pour conséquence l’exposition d’une région 
hydrophobe appelée «peptide de fusion» (47). Les trois domaines de fusion de gp41 sont 
projetés dans la membrane plasmique de la cellule hôte. Cela engendre la fusion du virus avec 
la cellule et la relâche de la capside dans le cytoplasme.  
Vient ensuite la décapsidation. La matrice du VIH-1 est phosphorylée pour pouvoir 
s’associer aux microfilaments d’actine. Le complexe de transcription inverse (CTI) est alors 
formé. Il comporte les deux brins d’ARN viral, un ARN de transfert (ARNt), la transcriptase 
inverse, l’intégrase et les protéines p17, p7 et Vpr (44). La transcription inverse s’effectue en 
même temps que la décapsidation. Le génome passe par un intermédiaire ARN-ADN, et puis 
l’ARN est dégradé lors de la synthèse du double brin d’ADN (16). Le complexe de pré-
intégration est alors créé.  
Le CPI utilise ensuite les microtubules pour migrer vers le noyau. La migration se fait 
à l’aide des signaux de localisation nucléaire (NLS) que portent l’intégrase et les protéines p17 
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et Vpr. Une fois dans le noyau, l’ADN viral s’intègre dans le génome de la cellule avec l’aide 
de l’intégrase (44). Cette intégration peut s’effectuer à plusieurs locations différentes. 
L’intégrase enlève deux nucléotides au bout 3’ de l’ADN viral afin de produire le substrat 
pour l’intégration. Chaque bout attaque l’ADN de la cellule en laissant cinq nucléotides entre 
eux. Le brin 5’ de l’hôte s’apparie au brin 3’ de l’ADN viral. Cette étape est aussi médiée par 
l’intégrase. Par la suite, la machinerie de réparation de dommage à l’ADN de la cellule vient 
compléter les espaces manquants et liguer le provirus à l’ADN de la cellule hôte (48). 
La suite du cycle fait partie de la phase tardive, car elle implique la production de 
nouveaux virions. Lors de l’activation d’une cellule infectée, l’ARN polymérase II cellulaire 
est recruté sur le promoteur viral qui est équipé d’une boîte TATA. Le complexe de pré-
initialisation s’assemble à cet endroit et la transcription débute. Cependant, l’ARN polymérase 
s’arrête après avoir généré un fragment d’ARN en forme d’épingle à cheveux appelé TAR. 
Pour continuer l’élongation, la polymérase a besoin d’être phosphorylée. La protéine virale 
Tat se lie donc à TAR, ce qui permet de recruter la kinase cycline dépendante 9 (Cdk9), et qui 
va alors phosphoryler la polymérase pour permettre la suite de l’élongation (44).  
Les ARN messagers (ARNm) codant pour les protéines Nef, Tat et Rev sont 
rapidement transcrits et transportés dans le cytoplasme. La production rapide de Rev est 
importante, car les ARNm codant pour les protéines de structure ne sont pas épissés et peuvent 
donc être dégradés dans le noyau s’ils y restent trop longtemps. Rev se lie à la structure 
nommée «Rev response element» (RRE) située dans le gène env. Rev permet le transport des 
ARNm non épissés hors du noyau grâce à son site d’export nucléaire (NES) (44).  
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Une fois que tous les ARNm sont dans le cytoplasme et qu’ils ont été traduits en 
protéines, l’assemblage du virion peut commencer. L’ARN génomique fraîchement répliqué à 
partir du provirus s’assemble aux polyprotéines Gag et Pol (49, 50). Ce complexe se dirige 
ensuite vers la membrane plasmique. Il s’associe à une région riche en cholestérol et en 
glycolipide, car un virion dont l’enveloppe est enrichi en lipide favorise la relâche, la stabilité 
et la fusion (44). Lors du bourgeonnement et de la relâche du virion, les précurseurs Gag sont 
clivés par la protéase virale afin de générer la matrice (p17), la capside (p24) et la 
nucléocapside (p7) (28). La particule virale mature est alors formée. 
 
 
Figure 3: Représentation du cycle réplicatif du VIH-1 
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1.6 La pathogénèse 
L’infection au VIH survient généralement à la suite d’un transfert par les liquides 
biologiques comme le sang, le sperme, les sécrétions vaginales ou le lait maternel. Le virus est 
transporté librement dans les liquides biologiques ou par des cellules infectées. Les principaux 
modes de transmission sont les rapports sexuels non-protégés et les injections de drogue par 
intraveineuse avec du matériel souillé (51, 52). L’évolution de l’infection comprend trois 
phases : la phase aigüe, la phase chronique et la phase du SIDA. Les variations du taux de 
cellules T CD8, de cellules T CD4, d’anticorps contre le VIH et la charge virale à travers les 
trois différentes phases de l’infection sont illustrées dans la figure 4 ci-dessous. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Quelques données sur la physiopathologie du SIDA, Georges Dolisi 2016 (53) 
 
Figure 4: Phases cliniques du VIH-1 
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1.6.1 La phase aigüe 
L’infection débute la plupart du temps par un virus R5, c’est-à-dire un virus utilisant le 
corécepteur CCR5. Le virus infecte en premier lieu les macrophages et les cellules 
dendritiques retrouvés au site d’infection (54). Pendant que les cellules dendritiques migrent 
dans les ganglions lymphatiques, le virus ce multiplie à grande vitesse et commence à infecter 
les populations de cellules T CD4. Le nombre de cellules T CD4 en circulation va donc chuter 
et la charge virale va augmenter (55).  Les cellules T CD4 mémoires résidant dans les 
muqueuses, entre autres dans le tissu lymphoïde associé à l’intestin  (GALT), constituent la 
population principalement touchée par l’infection. Cette population exprime un haut niveau de 
CCR5, le corécepteur viral du VIH, et contient des cellules activées par une constante 
stimulation antigénique, ce qui en fait une cible de choix pour le VIH (56). Environ 10 jours à 
la suite de l’infection, la charge virale atteint un sommet. À ce moment, 30 à 60% des cellules 
T CD4 mémoires sont infectées et, dans les 4 jours suivants, 80% des cellules T CD4 
mémoires vont être perdues (57). Les cellules vont mourir soit à la suite de l’effet 
cytopathique de la réplication du virus, soit par apoptose (56). Les lymphocytes T CD4 
mémoires du GALT sont normalement plus propices à une apoptose médiée par le ligand Fas 
afin de contrôler l’activation et l’inflammation. Lors d’une infection par le VIH, l’exposition à 
une grande quantité de la protéine de l’enveloppe augmente l’expression de la molécule Fas et 
de son ligand chez les cellules T CD4, ce qui augmente le taux d’apoptose et résulte en une 
déplétion massive des cellules T CD4 mémoires au niveau des muqueuses. Cette chute de 
lymphocytes T CD4 est l’une des raisons qui explique pourquoi l’humain n’est pas capable de 
contrôler l’infection du VIH (58).  
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Durant cette phase, le système immunitaire s’active pour produire des cellules T 
cytotoxiques et des anticorps contre le VIH. Le développement d’une réponse des cellules T 
CD8 va réduire la charge virale (5, 59, 60). Lorsque la personne infectée a atteint une 
production d’anticorps anti-VIH en quantité détectable, on dit qu’elle a atteint la phase de 
séroconversion. Ce contrôle partiel de la virémie va réduire la charge virale et entrainer une 
augmentation des cellules T CD4 circulantes (61). Pendant cette phase, qui peut durer de 4 à 8 
semaines, le sujet peut ressentir des symptômes apparents à ceux de la grippe ou bien rester 
asymptomatique. Au bout de quelques mois, la charge virale tend à se stabiliser. Ce niveau 
relativement stable est cependant variable d’un sujet à l’autre. 
1.6.2 La phase chronique asymptomatique 
Cette phase est de durée variable. C’est une phase de latence clinique qui se veut 
asymptomatique, mais pendant laquelle l’infection persiste. En l’absence de traitement 
antiviral, elle varie en général entre 2 et 15 ans. Cette phase se termine lorsque le nombre de 
cellules T CD4 est tombé suffisamment bas pour que des microorganismes habituellement 
contrôlés par le système immunitaire provoquent des pathologies, ou que certaines tumeurs 
apparaissent à la faveur de l'immunosuppression (62). Des cas de progression sur un an jusqu'à 
une complication majeure menant au décès ont été décrits, alors qu'à l'autre extrême du spectre 
de progression, une petite minorité de sujets "elite controleurs" sont capables de supprimer la 
réplication et rester asymptomatique pendant plus de 30 ans (63-65). La charge virale 
plasmatique a été identifiée comme un excellent biomarqueur du risque de progression de la 
maladie et sert encore aujourd'hui de paramètre clé dans le suivi clinique (66).  
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Le système immunitaire est très actif tout au long de cette phase qui est accompagnée 
d’une activation immunitaire chronique. Cette activation immunitaire est en partie causée par 
la translocation de bactéries ou de produits microbiens de l’intestin vers le sang (67, 68). Le 
niveau de lipopolysaccharides (LPS), une composante majeure de la paroi des bactéries Gram 
négatifs, dans le sang indique le degré de translocation bactérienne (69). La déplétion des 
cellules T CD4 du GALT se fait pendant la phase aigüe, mais l’augmentation du niveau de 
LPS plasmatique n’apparait que pendant la phase chronique. Cette translocation bactérienne 
accélère entre autres le processus d’athérosclérose.  
Avec l’arrivée des antirétroviraux restaurant les réponses déployées par les 
lymphocytes T CD4, le VIH est passé d’une infection fatale à une infection chronique 
requérant des traitements pour le restant de la vie (62, 70). Il arrive parfois que certains 
individus ne parviennent pas à rétablir les réponses fournies par leurs cellules T CD4 malgré la 
suppression de la virémie par la trithérapie (67). Ces personnes sont plus à risque d’avoir des 
complications reliées au SIDA ou aux agents pathogènes opportunistes. L’infection chronique, 
causée en partie par la virémie résiduelle laissée par la trithérapie (68), cause une 
inflammation chronique qui peut engendrer des complications cliniques sérieuses comme des 
problèmes rénaux (71), des maladies respiratoires (72) et un vieillissement prématuré du 
système cardiovasculaire (68). Ce vieillissement du système cardiovasculaire serait aussi 
accéléré par la réactivation virale du cytomégalovirus qui est souvent observée lors d’une 
immunosuppression. Le risque d’effectuer un infarctus du myocarde est donc augmenté. Pour 
ce qui est des maladies respiratoires, l’infection par le VIH induit un état d’inflammation dans 
les poumons et augmente le risque de développer une tuberculose. La tuberculose constitue la 
cause majeure de décès chez les personnes infectées par le VIH. Le VIH migre également dans 
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le système nerveux central tôt lors de l’infection et peut engendrer des maladies 
neurologiques, dont des troubles neurocognitifs tels qu’une dysfonction motrice ou de la 
démence à différents degrés de sévérité. Ces complications peuvent survenir à la suite de 
l’usage de certains antirétroviraux étant capable de traverser la barrière hémato-encéphalique 
(73). Le VIH augmente aussi le risque d’effectuer un accident vasculaire cérébral (74). Chez 
les patients recevant la trithérapie, des maladies métaboliques comme la dyslipidémie (une 
distribution anormale du gras) (68), de l’hypertriglycéridémie (quantité anormalement élevée 
de triglycérides dans le sang) (73) et de l’ostéoporose sont à prévoir (72).  
Dans les premières années les cellules perdues à la suite de l’infection peuvent être 
régénérées. Cependant, après plusieurs années de persistance du cycle d’infection et de mort 
cellulaire, une réduction graduelle du nombre de cellules T CD4 est observée (55). Puisqu’il y 
a de moins en moins de cellule T CD4 pour stimuler les fonctions effectrices des cellules T 
CD8, ces dernières ne sont plus capables de contrôler la réplication du virus (59). La 
réplication augmente donc, et le nombre de variants viraux chez la personne infectée 
s’agrandit à cause du taux élevé de mutations produites par la transcriptase inverse et de la 
pression exercée par les réponses immunitaires. La protéine de l’enveloppe est une protéine 
qui va subir de nombreuses mutations. C’est mutations vont engendrer des changements au 
niveau de la glycosylation de la protéine (5). L’apparition de ces variants viraux entraine la 
survie des virions ayant perdu les épitopes reconnus par les cellules T CD8 ou bien ayant 
cachés les domaines reconnu par les anticorps neutralisants à la suite du changement de la 
glycosylation (60). Dans 50% des cas, le virus évoluera et son phénotype viral changera pour 
devenir un virus X4 (virus utilisant le corécepteur CXCR4 pour infecter les cellules) ou un 
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virus R5X4 (virus pouvant utiliser autant le corécepteur CCR5 que le corécepteur CXCR4 
pour infecter les cellules) (26).Cela fait chuter la quantité de cellules T CD4.  
1.6.3 La phase du SIDA 
Lorsque le taux de cellules T CD4 est à un niveau critique, la phase 
d’immunodéficience symptomatique, ou SIDA commence. Il n'y a pas de valeur absolue qui 
détermine le début de cette phase, mais la probabilité de faire des infections opportunistes 
majeures augmente fortement en dessous de 200 cellules/µl de sang. Le taux normal étant 
établi à plus de 500 cellules/µl (75). Durant cette phase, les personnes infectées sont sujettes 
aux infections opportunistes, à des maladies auto-immunes et à certains cancers (55). Les 
symptômes cliniques du patient comme les vomissements ou la diarrhée peuvent mener à 
différents déséquilibres électrolytiques (71). Le cytomégalovirus (CMV) est un bon exemple 
d’infections opportunistes, puisqu’il est réactivé chez les gens en immunosuppression, ce qui 
est le cas des patients atteints du SIDA. Chez ces patients, il est aussi fréquent d’observer des 
cancers tels que le cancer du poumon ou du foie, des lymphomes et un sarcome de Kaposi 
(73). Historiquement, avant la mise au point des antiviraux, la durée de la période 
d’immunodéficience était de 2 à 3 ans. L’immunité provenant des cellules T auxiliaires CD4 
disparaissait habituellement en premier. Les réponses cytotoxiques et la production 
d’anticorps étaient ensuite atteintes. L’espérance de vie était de moins d’un an avant que le 
décès survienne à la suite des complications d’une autre pathologie (76). Aujourd’hui, avec les 
traitements antiviraux, la durée de vie des gens atteints par le VIH n’est que légèrement 
inférieure à celle des individus non-infectés (73). Il est maintenant plutôt rare de voir les gens 
sous médication mourir d’une infection opportuniste. Ils décèderont la plupart du temps à la 
suite d’une maladie associée à la vieillesse (72). Cependant, le VIH accélère la sénescence 
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cellulaire, ce qui signifie qu’ils souffriront de ces maladies plus tôt dans leur vie 
comparativement aux gens n’ayant pas le VIH. 
1.7 Les traitements antirétroviraux 
Il n’existe pas de traitement curatif pour le VIH, car il s’agit d’une infection latente 
infectant des cellules à division lente, ainsi qu’à longue durée de vie, où l’ADN virale persiste 
puisqu’elle est intégrée au génome des cellules infectées (67). Les traitements dont nous 
disposons consistent en l’administration d’une trithérapie antirétrovirale. Elle permet de 
prolonger la vie des gens infectés, de réduire la morbidité associée au VIH, de supprimer la 
virémie plasmatique, de restaurer et de préserver les fonctions immunologiques, de retarder et 
de prévenir le développement de virus mutants résistants aux drogues et de prévenir la 
transmission. La trithérapie antirétrovirale pourrait également contribuer à diminuer 
l’inflammation et à réduire le niveau d’activation immunitaire (77).  
Le premier agent antirétroviral ayant été approuvé, en 1987, est le zidovudine (AZT). 
Par la suite, vers la fin des années 1990, des combinaisons de thérapie antirétrovirale ont 
commencé à être utilisées et ont engendré une baisse importante du nombre de décès causé par 
le SIDA (62). Il existe aujourd’hui plus de 25 agents antirétroviraux sur le marché, répartis en  
5 classes. On y retrouve en autres des inhibiteurs nucléotidiques de la transcriptase inverse 
(NRTI), des inhibiteurs de transfert de brin pour l’intégrase (INSTI), des inhibiteurs non-
nucléotidiques de la transcriptase inverse (NNRTI) et des inhibiteurs de protéase renforcés 
pharmacologiquement (PI). Les inhibiteurs de maturation sont une classe d’antirétroviraux 
plus récente et spécialisée. Ils vont interférer dans le processus de clivage entre p24 et p1 dans 
la polyprotéine Gag. Une combinaison de trois drogues est généralement utilisée. On y 
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retrouve la plupart du temps deux NRTIs combinés à une troisième drogue active d’une autre 
classe comme les NNRTIs, les INSTIs ou les PIs (70, 77). Les INSTIs sont un classe plus 
récente et sont généralement préférés aux NNRTIs et aux PIs, car ils ont une haute efficacité et 
un excellent profil au niveau de la sécurité et de la tolérance. Le raltegravir (RAL), 
l’evitegravir (EVG) et le dolutegravir (DTG) sont trois antirétroviraux récemment approuvés 
faisant partie de cette classe (70). Ils sont reconnus pour être particulièrement efficaces chez 
les patients présentant une résistance aux autres drogues. L’antirétroviral DTG est l’INSTI le 
plus efficace puisqu’aucun cas de résistance n’a encore été rapporté en thérapie de première 
ligne. Les NRTIs les plus populaires sont le tenofovir disoproxil fumarate (TDF) ou l’abacavir 
(ABC) en combinaison avec l’emtricitabine (FTC) ou le lamivudine (3TC) (77).  
Au début des années 2000, on attendait que le patient montre des signes cliniques du 
SIDA ou une baisse du compte de cellules T CD4 en dessous de 200 cellules/ul de sang pour 
débuter le traitement (62). Les gens redoutaient le niveau de toxicité que pouvait avoir la 
trithérapie au niveau cardiovasculaire, cérébrovasculaire et rénal lors d’un usage prolongé. 
Maintenant, la trithérapie est initiée lors du diagnostic, peu importe le taux de cellules T CD4 
du patient, puisqu’il a été démontré qu’elle était bénéfique et réduisait la transmission 
lorsqu’elle est prise sans interruption (70). La sélection du traitement est adaptée pour chaque 
patient et va changer en fonction de l’efficacité virologique, des effets secondaires possibles, 
des interférences possibles avec les autres médicaments pris par le patient, de la résistance du 
virus, de la fréquence du dosage et des coûts (77). Si la charge virale n’est plus supprimée, 
qu’un antirétroviral cause des effets secondaires ou qu’il y a interférence avec un autre 
médicament, la trithérapie devra être modifiée. Les effets secondaires rencontrés sont 
notamment une toxicité au niveau du système nerveux central, souvent associé aux NNRTIs, 
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et une toxicité au niveau gastro-intestinal, qui est plutôt associée à l’utilisation des PIs. Lors 
du développement d’une résistance aux antirétroviraux, une analyse génotypique du virus doit 
être effectuée afin de déterminer les mutations causant la résistance et d’adapter le traitement 
(70, 77). 
En attendant qu’un vaccin efficace contre le VIH voie le jour, des traitements 
antiviraux sont administrés en tant que prophylaxie de préexposition chez les individus 
exposés au virus. Les antiviraux recommandés par l’Organisation Mondiale de la Santé pour la 
prophylaxie sont le TDF et le FTC (78). Plusieurs petites études ont démontré que les 
antiviraux étaient efficaces pour prévenir l’infection par le VIH chez des sujets sains lorsque le 
traitement est bien suivi (79). Par la suite, l’étude iPrEx, une étude randominisée de phase 3 
réalisée sur des hommes et des transgenres ayant des relations sexuelles avec d’autres 
hommes, a confirmé les résultats d’une étude à grande échelle en notant une diminution de 
73% de l’acquisition du VIH lors de l’utilisation de la prophylaxie comparativement au 
placebo (80). Une autre étude, cette fois réalisé sur des couples au Ouganda et au Kenya dont 
l’un des partenaires est infecté par le VIH, a également démontré une réduction de 75% du 
taux d’infection par le VIH avec la prise d’antiviraux de façon prophylactique. Cela est très 
bon considérant que tous les partenaires infectés par le VIH dans cette étude n’étaient pas sous 
médication antivirale et donc possédaient une certaine charge virale détectable augmentant le 
risque de transmission. La prophylaxie comporte des risques, c’est pourquoi elle n’est 
administrée qu’aux personnes à risque d’infection par le VIH. Les antiviraux sont associés à 
une certaine toxicité chez les individus infectés par le VIH et on ne sait pas quels effets ils 
auront à long terme sur des personnes non-infectées (78).  
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2. Les réponses immunitaires 
2.1 Les réponses des cellules T CD4 
Il existe deux types principaux de cellules T: les cellules T CD4 et les cellules T CD8. 
La fonction effectrice des cellules T CD8 est une fonction cytotoxique, ce qui consiste à lyser 
les cellules infectées. Les cellules effectrices T CD4 vont, quant à elles, sécréter des cytokines 
afin de stimuler les fonctions effectrices des cellules T CD8 et la production d’anticorps par 
les cellules B, ainsi que moduler les fonctions des cellules présentatrices d'antigène. 
L’immunité produite par les cellules T CD4 est très importante, car elle coordonne le système 
immunitaire adaptatif (58, 81, 82). On dit qu’elles occupent une position centrale puisque c’est 
elles qui vont activer les cellules T CD8 et s’occuper du maintien des cellules T CD8 
mémoire. Leur aide est aussi essentiel pour le développement d’anticorps neutralisants 
efficaces (59, 82) et des cellules B mémoires (81). Cela constitue une étape critique dans le 
développement de l’immunité adaptative. Les cellules T vont procurer une immunité par une 
réponse primaire des cellules naïves, qui vont proliférer  et acquérir des fonctions effectrices. 
Quelques-unes d’entre elles vont également acquérir un phénotype mémoire. Lorsque l’agent 
infectieux est éliminé, les cellules effectrices vont mourir et ce n’est que les cellules mémoires 
antigènes spécifiques qui vont persister. Les cellules mémoires vont pouvoir procurer des 
fonctions effectrices immédiates si le même antigène apparait de nouveau (83).   
La fréquence des cellules T précurseurs dans le répertoire immunitaire avant 
l’exposition à l’antigène détermine la magnitude de la réponse immunitaire chez la souris et 
cela est très probablement vrai chez l’humain aussi (84-86). Plus le nombre de peptides du soi 
homologue à un antigène donné est petit, plus la fréquence de cellules T CD4 naïves pour ce 
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même antigène dans le répertoire immunitaire sera importante. Les petites populations 
antigènes spécifiques ont perdu les cellules avec un récepteur de cellule T (TCR) de haute 
affinité à cause de la délétion clonale des clones reconnaissant les peptides du soi homologues 
(85).  
L’efficacité de l’activation des cellules T présentes dans les organes lymphoïdes 
secondaires va dépendre de la concentration de l’antigène qui s’y retrouve, mais également de 
l’affinité du TCR pour le complexe antigène-CMH (83). La réponse peut également être faible 
si le peptide ressemble à un peptide du soi pour lequel l’hôte est tolérant. (85) 
2.1.1 La spécificité des récepteurs 
Le TCR est un hétérodimère contenant deux chaines protéiques. La majorité des TCR 
vont exprimer les chaines αβ mais quelques-uns vont exprimer les chaines γδ (87). Les 
cellules T présentant un γδTCR se retrouvent généralement dans la peau et les muqueuses. La 
fonction de ce TCR n’est pas encore très connue (84). Les TCR sont générés par des 
recombinaisons aléatoires des segments variable (V), diversité (D) et jonction (J). La partie la 
plus variable du TCR est appelée «région complémentaire déterminante» (CDR) (88). Il est 
divisé en trois régions : CDR-1, CDR-2 et CDR-3 (87). Chaque chaîne (α et β) possède ses 
propres CDR. Les CDR-1 et 2 vont permettent l’interaction entre le TCR et les hélices du 
CMH. Ceci constitue la première interaction entre le TCR et le complexe peptide-CMH. Par la 
suite, le CDR-3, qui est la région la plus variable du TCR, va changer de conformation pour 
s’ajuster précisément au peptide qui est présenté (89). C’est cette région qui va interagir avec 
le peptide présenté par la molécule du CMH (87). La spécificité du TCR est en partie 
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déterminée par le CDR-3, mais le CDR-1 et le CDR-2 ont aussi leurs effets. Ils vont procurer 
une interaction spécifique avec le peptide en altérant le contact que le CMH a avec le peptide. 
Les TCR devraient être capables de lier plus d’un antigène afin de tous les reconnaitre 
(84). Un seul TCR peut reconnaitre environ un million de peptides distinct (84, 90). Le 
nombre de TCRs différents contenu dans le répertoire un humain est estimé théoriquement 
entre 10
12
 et 10
15
, cependant sa diversité expérimentale ce situe plus autour de 10
8
 (90, 91).  
Théoriquement, avec le nombre de clones de TCR pouvant être générés par le réarrangement 
des gènes et les substitutions dans la région N (section entre les segments V, D et J où des 
nucléotides y sont insérés aléatoirement pour procurer une variabilité), il est possible de 
générer un TCR spécifique pour chaque peptide immunogène existant (92). Le problème est 
que, si un TCR liait seulement un antigène, nous n’aurions pas assez de cellules pour 
reconnaitre tous les antigènes possibles (84). La fréquence des cellules naïves pour un 
antigène donné serait alors vraiment basse, ce qui ferait en sorte que la réponse immunitaire 
contre cet antigène serait très lente. Il faut donc trouver un compromis entre la spécificité des 
TCRs et la fréquence des cellules naïves dans le répertoire (92) pour être capable de 
reconnaître un éventails de peptides capable de monter une réponse immunitaire rapide avec la 
meilleure spécificité et tout en ayant une faible réactivité pour les antigènes du soi (89). 
2.1.2 La présentation d’antigènes 
La présentation d’antigènes se fait dans les organes lymphoïdes secondaires, là où 
résident les cellules T naïves. Les antigènes sont présentés aux cellules T naïves par les 
cellules présentatrices d’antigène (CPA) via le CMH de classe II, pour les cellules T CD4, ou 
par le CMH de classe I pour les cellules T CD8. Les cellules dendritiques sont reconnues pour 
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être les meilleures cellules présentatrices d’antigènes, car elles procurent un signal de 
costimulation aux cellules T (93). De plus, elles permettent aux cellules T de se différencier en 
cellule mémoire de longue durée. Les cellules T reconnaissent les antigènes, à l’aide de leur 
TCR, lorsqu’ils sont présentés par une molécule du CMH d’une CPA. Les corécepteurs, CD4 
ou CD8, se lient aussi au CMH pour amplifier le signal intracellulaire transmis par le TCR. Ce 
sont eux qui déterminent la spécificité des cellules T pour le CMH de classe I ou II, car la 
molécule CD4 ne peut lier que le CMH de classe II et la molécule CD8 que le CMH de classe 
I. Lorsqu’une le TCR d’une cellule T CD4 rencontre un antigène présenté par un CMH de 
classe II, elle commence à exprimer la molécule CD69, le récepteur à IL-2 (IL-2Rα) et le 
ligand de CD40 (CD40L). Le CD40L va permettre la liaison du CD40 à la surface de la CPA 
et ainsi augmenter l’expression des molécules de costimulation B7-1 et B7-2 sur la CPA. B7-1 
ou B7-2 vont lier la molécule CD28 à la surface de la cellule T, ce qui crée le signal de 
costimulation et augmente la sécrétion d’IL-2 par la cellule T CD4, servant entre autre à 
l’activation des cellules T CD8 (83). Un schéma représentant la présentation d’un antigène à 
une cellule T CD4 est illustré à la figure 5 située à la page 25.  
Le CMH de classe II peut présenter des peptides d’une longueur allant jusqu’à 20 
acides aminés car les bouts de la poche servant à la liaison du peptide sont ouverts (94). La 
liaison entre le peptide et le CMH de classe II se fait cependant à l’aide d’un noyau de 9 
résidus, mais plus précisément à l’aide des résidus en position 1, 4, 6 et 9 (85, 95). Le résidu 5 
est le plus important pour la reconnaissance par le TCR, car le CDR3 interagit avec lui. 
Lorsqu’il subit une substitution par le résidu de l’alanine, la réponse des cellules T diminue de 
90%. Les résidus 4 et 6 peuvent aussi affecter indirectement la spécificité en changeant la 
position des résidus pointant hors du CMH de classe II. Le TCR se focalise plus sur les acides 
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aminés qui entrent en contact avec lui que sur les acides animés qui ancrent le peptide dans le 
CMH de classe II (85). 
 
 
 
Figure 5: Représentation d'une présentation d'antigène à une cellule T CD4 
 
2.2 Les réponses immunitaire contre le VIH 
2.2.1 Chez des individus séropositifs 
Comme pour tous les autres agents pathogènes, le système immunitaire monte une 
réponse contre le VIH pour tenter de l’éliminer. Les premières réponses vont provenir du 
système immunitaire inné. Le système immunitaire inné comprend les macrophages, les 
cellules dendritiques et les cellules tueuses naturelles (NK). Son rôle est de fournir une 
réponse rapide face aux agents pathogènes afin de donner le temps nécessaire au système 
immunitaire adaptatif de développer une réponse spécifique. Le système immunitaire inné 
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amplifie, module et soutient également la réponse immunitaire adaptative en lui fournissant les 
signaux de costimulation et les cytokines qu’il lui faut (96). 
Les macrophages et les cellules dendritiques vont être les premiers à reconnaitre le 
VIH. Ils le font par des motifs moléculaires associés aux agents pathogènes (PAMP) grâce à 
leurs TOLL like receptors (TLR) (97). L’activation de ces récepteurs stimule la production de 
cytokines pro-inflammatoires telles que interféron-γ (IFN-γ) et le facteur de nécrose tumorale 
α (TNF-α) (98). De plus, elle augmente l’expression de CCR7 pour diriger les cellules vers les 
ganglions lymphatiques, ainsi que l’expression des molécules de costimulation. Une fois 
arrivés dans les ganglions lymphatiques, les cellules dendritiques et les macrophages peuvent 
activer l’immunité adaptative en présentant les antigènes aux cellules T CD4 à l’aide du CMH 
de classe II, à la suite de la phagocytose du virus (99). Ces cellules vont également contribuer 
en grande partie à l’inflammation chronique retrouvée lors de l’infection par le VIH (73). La 
translocation microbienne observée à la suite de la déplétion des cellules T CD4 de la 
muqueuse intestinale va engendrer l’activation de ces cellules. Lors de l’activation, des formes 
solubles des molécules CD14 et CD163 vont être relâchées dans le sang (68). Les molécules 
de LPS retrouvées dans le sang sont entre autres responsables de la relâche des molécules 
CD14 (69). Ces deux molécules vont jouer un rôle dans le développement de maladies 
cardiovasculaires. 
Les cellules NK font partie de la première ligne de défense contre les agents 
pathogènes. Elles vont lyser les cellules infectées et sécréter des cytokines immunorégulantes 
tel que IFN-γ, le facteur de nécrose tumorale β (TNF-β), le facteur de croissance 
hématopoïétique (GM-CSF) et les interleukines (IL)-10 et IL-13. Les cellules NK vont 
reconnaitre les cellules infectées par leur baisse d’expression de molécule du CMH I. Pour ce 
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faire, elles possèdent des récepteurs inhibiteurs (iNKR) et des récepteurs activateurs, dont les 
NCR, NKG2D et NKG2C (100, 101). La balance des signaux activateurs et inhibiteurs 
détermine si la cellule NK enclenche le mécanisme de lyse cellulaire ou non. Dans le contexte 
de l’infection par le VIH, les cellules NK exercent leurs fonctions cytolytiques, mais sécrètent 
aussi des chimiokines de la famille C-C pour supprimer l’infection par les virions à tropisme 
CCR5. Les macrophage inflammatory protein (MIP)1α, MIP1β et RANTES bloquent l’entrée 
du virus en se liant à son corécepteur CCR5 (96). 
Pendant que le système immunitaire inné travaille, le système immunitaire adaptatif 
bâtit sa réponse. Durant la phase aigüe, les lymphocytes T CD4 sont activés par les cellules 
dendritiques dans les ganglions lymphatiques. Leur activation entraine la production de 
cytokines inflammatoires, dont IFN-γ et IL-2 (58, 102). Ces cytokines aident à l’activation des 
lymphocytes B et T CD8. Cependant, cette activation, combinée à l’expression du corécepteur 
CCR5, rend les cellules T CD4 plus susceptibles à l’infection par le VIH (102). Les cellules 
vont donc mourir à la suite d’une trop grande infection par le VIH ou bien par l’action 
cytolytique des cellules T CD8. Les réponses déployées par les lymphocytes T CD4 contre le 
VIH sont d’une intensité très variable entre les individus (59, 82).  
La première réponse du système immunitaire adaptatif provient des cellules T CD8. 
Les lymphocytes T CD8 sont activés par la reconnaissance d’un peptide du VIH présenté par 
le CMH de classe I, situé sur les cellules infectées, ainsi que par les cytokines produites par les 
cellules T CD4. Lorsque les cellules T CD8 sont activées, elles sécrètent les protéines 
perforine et granzyme A et B afin de lyser les cellules infectées et induire leur apoptose (103). 
Chez les personnes atteintes du VIH, on remarque une baisse de la production de perforine 
(55). Cela serait expliqué par un arrêt prématuré de la différenciation des cellules T CD8 à un 
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stade où la perforine n’est pas fortement exprimée. Seulement 5% de cellules T CD8 
mémoires ce différencieraient de façon terminale chez les gens infectés (103). Ces cellules 
contrôlent l’infection lors de la phase aigüe, mais deviennent vite inefficaces lors de 
l’apparition de virus mutants émergeants (60). Le peu de cellules spécifiques au VIH perdent 
beaucoup de leur efficacité, car elles ne sont plus capables de reconnaître leur épitope. Le 
corps doit donc générer de nouvelles cellules T CD8 (55). Cependant, avec la baisse du 
nombre de cellules T CD4, le processus n’est pas aussi facile. Malgré tout, ce sont ces 
réponses qui vont permettre de contrôler la réplication du VIH et de retarder la progression de 
la maladie (93).  
Durant la phase chronique de l’infection, les réponses des lymphocytes T CD4 et CD8 
perdent de leur efficacité, car les cellules subissent un épuisement cellulaire. L’épuisement 
cellulaire est défini par une perte progressive des fonctions effectrices dans un contexte de 
persistance antigénique (104). Cet état peut être atteint à la suite d’une altération dans la 
présentation de l’antigène, dans la durée de l’exposition des cellules à l’antigène, dans la force 
du signalement du TCR ou dans le microenvironnement. Les cellules T CD4 sont notamment 
incommodées lorsqu’elles sont dans un environnement en inflammation, ce qui est observé 
lors de la phase chronique asymptomatique de l’infection par le VIH. Elles vont perdre leur 
capacité à proliférer et leur polyfonctionnalité, en particulier la production d’IL-2 (105). Ces 
fonctions peuvent toutefois être restaurées de façon significative par les traitements 
d’antirétroviraux (67). De plus, lors de cette même phase de l’infection, les cellules T sont 
exposées à un haut taux d’antigènes du VIH. Cela crée une dépendance pour les cellules T 
CD4 et CD8 spécifiques au VIH et, lorsqu’elles se retrouvent en absence d’antigènes, elles 
s’affaiblissent (104). Le principal marqueur de l’épuisement cellulaire est le «programmed-
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death 1» (PD-1) (67). PD-1 est un corécepteur inhibiteur qui est retrouvé à la surface des 
cellules spécifiques au VIH montrant de l’épuisement cellulaire. Autant chez les lymphocytes 
T CD4 que CD8, son expression est en lien direct avec les marqueurs de progression de 
l’infection par le VIH comme la charge virale et le compte de CD4 (105). La trithérapie aide à 
réduire le niveau d’expression de PD-1, mais ne l’enlève pas complètement. Pour restaurer la 
prolifération et la production de cytokines, le blocage in vitro de PD-1 à l’aide d’un anticorps 
peut être utilisé (67). Un deuxième corécepteur inhibiteur a été identifié, il s’agit du «cytotoxic 
T-lymphocyte antigen 4» (CTLA-4) (104). CTLA-4 induit les mêmes dysfonctions cellulaires 
que PD-1, mais son expression est cependant restreinte aux cellules T CD4. Contrairement à 
PD-1, l’utilisation d’un anticorps bloquant contre CTLA-4 ne montre pas de bénéfices (106). 
L’expression de PD-1, CTLA-4 et d’un troisième corécepteur inhibiteur, «T cell 
immunoglobulin» (Tim-3), constitue le phénotype de cellules T CD4 spécifiques au VIH les 
plus épuisées. C’est le TNF qui serait à l’origine de l’augmentation de l’expression de ces 
corécepteurs inhibiteurs (105). L’augmentation de la concentration plasmatique du TNF induit 
une expression constante de NF-κB dans les cellules T CD4  qui ira par la suite activer 
l’expression de PD-1.  
Le dernier type de réponse adaptative est la mise en place d’une réponse humorale par 
les lymphocytes B. La réponse humorale dominante est dirigée contre gp41 (107). Gp120 est 
aussi un antigène du VIH très immunogène. Les autre anticorps dirigés contre le VIH ciblent 
les sous-produits de Pol et Gag, dont la protéine p24. Les anticorps dirigés contre cette 
dernière sont utilisés pour le diagnostic de l’infection. Malheureusement, tous ces anticorps 
générés au début de l’infection ne sont pas neutralisants (108). Les anticorps neutralisants ne 
se développent que deux ou trois mois après l’infection. Pendant ce temps, les épitopes 
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immunodominants ont le temps de muter, comme c’est le cas avec la protéine de l’enveloppe 
qui effectue de nombreuses mutations. 
En plus de ne pas être très efficaces, les réponses immunitaires dirigées contre le VIH 
peuvent être nuisibles. Par exemple, en augmentant l’endocytose des virions opsonizés par les 
cellules non-infectées, le système immunitaire s’infecte lui-même, et par leur fonction 
cytolytique, les cellules T CD8 tuent une partie du système immunitaire en éliminant les 
cellules T CD4 (109). De plus, le recrutement des cellules T CD4 dans les ganglions 
lymphatiques, dans le but d’aider à la clairance virale, fournit au VIH les cellules nécessaires 
pour se répliquer (55, 110). En conclusion, autant le système immunitaire à médiation 
cellulaire que celui à médiation humorale ne sont pas capables de contrôler l’infection par le 
VIH, ce qui mène à leur épuisement puis à leur destruction (111).  
2.2.2 Chez des individus séronégatifs 
Tout comme chez les individus infectés par le VIH, les réponses des lymphocytes T 
CD4 contre les antigènes du VIH vont varier d’un individu à l’autre. Prenons comme exemple 
les essais de vaccination contre le VIH. L’étude clinique RISVAC02 a observé une réponse 
immunitaire contre l’antigène de l’enveloppe chez 23% de ses sujets (4), tandis que l’étude 
RV144 en a observé 41% (112). Les causes menant à cette variabilité au sein du même 
immunogène ne sont pas encore connues. Selon des études chez les souris, la reconnaissance 
d’un antigène par les cellules T CD8 mémoires est influencée par l’historique d’exposition aux 
agents pathogènes de l’individu (113). Lors d’une infection, l’immunité protective et 
l’intensité des symptômes associés à la pathologie seront influencées par les cellules mémoires 
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ayant été générées à la suite d’infections précédentes. Ce type d’immunité est appelé : 
immunité hétérologue.  
L’immunité hétérologue est une immunité qui se développe contre un agent pathogène 
à la suite d’une exposition de l’hôte à un autre agent pathogène (89). Les deux agents 
pathogènes peuvent parvenir du même groupe de pathogènes ou non (virus, bactéries, 
parasites) et ne requiert pas une homologie complète de l’épitope reconnu par les cellules T 
(114). Ce type d’immunité influence également la hiérarchie des réponses des cellules T et la 
distribution des cellules mémoires. L’infection par un virus hétérologue peut rendre un épitope 
non-dominant en un épitope immunodominant par une réaction croisée (113). Il se pourrait 
bien qu’en réalité que les épitopes immunodominants identifiés pour différents agents 
pathogènes ne soient qu’en fait immunodominant puisque l’hôte a été exposé précédemment à 
un agent pathogène hétérologue. L’immunité hétérologue n’est cependant pas aussi efficace 
que l’immunité homologue où l’hôte rencontre un agent pathogène pour lequel il est déjà 
immunisé, mais les cellules qui en résulteront par le biais de réactions croisées seront de 
longues durées. Le degré d’infection chez l’hôte devrait également être moins élevé que lors 
d’une infection primaire sans immunité hétérologue (89). Cela veut donc dire que notre 
répertoire de cellules T mémoires change tout au long de notre vie. Chaque virus que nous 
rencontrons induit des changements au niveau des réponses produites par les lymphocytes T 
pour les infections à venir. Quelques exemples ont été démontrés pour le virus de l’hépatite C. 
Le virus de l’influenza A est entre autres reconnu pour induire des réponses immunitaires 
hétérologues pour un épitope de l’antigène NS3 du virus de l’hépatite C (115). Des études 
chez la souris, sur la mise au point d’un vaccin contre l’hépatite C, ont également permis 
d’observer des réponses spécifiques pour ce virus lorsque ces dernières sont immunisées avec 
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un vecteur d’adénovirus ne contenant aucun antigène du virus de l’hépatite C (114). 
L’utilisation plus fréquente de ce type de vecteur pour la génération de vaccin pourrait donc 
être bénéfique sur la prévalence d’infections pour certains virus lorsque des cellules à 
réactions croisées sont générées.  
L’immunité hétérologue est un phénomène qui est également observé lors des rejets de 
greffe. Les cellules T mémoires peuvent réagir par réactions croisées avec les antigènes HLA 
du greffon et l’attaquer. Près de la moitié des cellules T spécifiques pour des antigènes viraux 
vont produire des réactions croisées lors de la présence d’antigènes HLA allogéniques. 
Généralement, ce sont les cellules mémoires qui vont créer ce genre de réactions puisqu’elles 
ne nécessitent pas la présence des facteurs de costimulation pour produire une réponse (116). 
Un groupe de recherche s’est intéressé aux causes provoquant ces réactions croisées et menant 
au rejet du greffon. Ils ont découvert que les cellules T CD8 participant au rejet de la greffe 
exprimaient l’isoforme CD45RB (117). Cet isoforme est normalement perdu lors de la 
différenciation des cellules naïves en cellules mémoires, mais lorsque les cellules sont activées 
par une interaction de faible affinité elles ne perdent pas l’expression du CD45RB. C’est 
l’expression de cette molécule qui va permettre aux cellules de faible affinité de mieux 
proliférer. L’addition d’un anticorps anti-CD45RB a d’ailleurs démontré une prolongation de 
la survie du greffon. Généralement l’immunité hétérologue est bénéfique pour l’être humain 
puisqu’elle lui procure une certaine protection contre les agents pathogènes, mais elle devient 
plutôt nuisible pour les individus devant recevoir une greffe d’organe.  
Les réactions croisées provenant des cellules T sont une composante essentielle à 
l’immunité cellulaire puisque le répertoire de cellules T contient un nombre fixe de cellules. 
Sans les réactions croisées, l’éventail d’antigènes reconnu par le système immunitaire ne serait 
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pas aussi large (89, 118). Une étude sur des souris a démontré qu’en effet, des cellules T 
mémoires pouvaient se développer sans être exposé à leur antigène spécifique (86). 
Le degré d’homologie dans la séquence de deux peptides pour activer une réaction 
croisée n’est pas identifiable, car deux peptides ayant une séquence d’acides aminés très 
différente peuvent en provoquer une (119). Cette méthode d’analyse sous-estimerait le 
potentiel de réactions croisées pouvant être fait dans le répertoire de cellules T de l’humain. Le 
potentiel de réactions croisées devrait plutôt être prédit par des analyses de similarité 
biochimique. Un TCR serait en mesure de reconnaître entre 0.1 et 1 millions de complexes 
peptide-CMH différents (89). Les CDR du TCR ont parfois un rôle à jouer dans ce phénomène 
en changeant de conformation pour s’ajuster aux différents antigènes, mais leurs interventions 
ne sont toutefois pas toujours nécessaires (118). 
Des analyses sur des clones de cellules T ont démontré que 21% d’entre eux avaient 
des réactions croisées avec des peptides d’autres microbes dont ceux résidant dans le tractus 
intestinal humain (84). Les populations de cellules T ayant des réactions croisées sont 
spécifiques à l’individu, car chaque personne a un historique d’exposition aux organismes 
microbiaux différent. Dans un même ordre d’idée, les cellules montrant de la réaction croisée 
après une vaccination vont aussi être propres à chaque individu (84). Les différences dans les 
réactions croisées observées chez les individus pourraient être une autre théorie pour expliquer 
l’hétérogénéité qui est observée lors de la réponse à l’infection par le VIH-1 ou au vaccin (86). 
L’affinité du TCR pour son antigène influence également la probabilité que la cellule T 
CD4 effectue une réaction croisée. Les cellules ayant un TCR de faible affinité sont plus 
sensibles à des mutations se retrouvant dans les résidus d’ancrage du peptide au CMH (85). 
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Ces cellules sont donc moins propices à des réactions croisées.  Les points de contact entre le 
TCR et le complexe peptide-CMH deviennent aussi plus importants lorsque l’affinité du TCR 
est faible. Le TCR aura besoin de la majorité de ces points de contact jugés importants pour 
reconnaître le peptide. Cela permet qu’il y ait moins de mutation dans le peptide sans affecter 
la reconnaissance. Ce type de cellules fera donc moins de réactions croisées (120). Le noyau 
nonamère des peptides qui se lie à la même molécule de CMH de classe II n’a besoin de 
partager que 5 acides aminés (position 2, 3, 5, 7 et 8) pour provoquer une réaction croisée sur 
un même TCR (85). Cela veut dire qu’en théorie on pourrait changer à notre guise les 4 autres 
résidus du nonamère sans affecter la reconnaissance par le TCR, ce qui correspond à presque 
50% des résidus ayant un rôle dans la présentation de l’antigène.  Quelques TCRs auraient 
également tendance à faire plus de réactions croisées que les autres, car ils interagissent 
davantage avec la molécule du CMH qu’avec le peptide lui-même (89). 
Un autre facteur influençant les réactions croisées est l’expression de peptides du soi. 
L’expression systémique d’un peptide du soi crée plus de délétion clonale lors de la sélection 
négative dans le thymus. Cela réduit la population de cellules naïves spécifiques à un antigène 
pouvant provoquer une réaction croisée (85). 
Les réactions croisées peuvent également se produire chez les anticorps. Le groupe du 
chercheur Haynes ont identifié une séquence d’acide aminé (LRAI) reconnue par un anticorps 
dirigé contre la protéine Gp41 (hélice heptad repeat HR-1 et HR-2) du VIH-1, mais qui est 
également présente chez l’ARN polymérase d’E. coli (sous-unité alpha) (107). 
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Avoir des cellules pouvant produire des réactions croisées procure un avantage pour 
l’élimination des agents pathogènes en mettant plus de pression sur les mutants viraux 
émergeants (120). 
Il y a beaucoup de variations au niveau de la spécificité et de la fréquence des cellules 
préexistantes spécifiques à des antigènes du VIH-1 chez les donneurs séronégatifs (119). Ces 
cellules pourraient bien avoir un rôle à jouer dans la variation des réponses immunitaires 
adaptatives qui est observée lors d’une infection par le VIH ou une vaccination. Parmi ces 
cellules, des cellules de type mémoires ont été identifiées (86). Elles montrent toutes les 
fonctionnalités d’une cellule mémoire: elles présentent les marqueurs de surface typique des 
cellules mémoires, elles produisent des cytokines rapidement et elles montrent une expansion 
clonale. Le ou les agents immunogènes qui ont pu « primer » les cellules T CD4 mémoires 
préexistantes ne sont pas bien connus encore (119). Ce phénotype mémoire est développé 
quelque part entre la naissance et l’âge adulte, puisqu’à la naissance, le compartiment de 
cellules T contient presque exclusivement des cellules naïves. Les cellules mémoires 
spécifiques au VIH chez les donneurs séronégatifs auraient développé leur phénotype 
mémoire par des signaux homéostatiques provenant soit d’interactions avec un complexe 
CMH-peptide du soi, soit de réactions croisées (86). 
Une recherche de séquences homologues aux épitopes du VIH-1 reconnus par les 
cellules de donneur VIH négatif a démontré que 83% de ces épitopes étaient également 
retrouvés dans des protéines du microbiome humain. 70% des épitopes reconnus par les 
donneurs séronégatifs font partie des épitopes répertoriés dans la banque de données de Los 
Alamos National Laboratory (LANL) chez les individus séropositifs (119). Les réponses 
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générées contre des épitopes du VIH-1 reconnus par les donneurs séronégatifs peuvent 
également provenir de cellules créées lors d’une infection par un autre agent pathogène (121). 
3. Les vaccins contre le VIH 
3.1 Les types de vaccin 
Selon de nombreux experts, la solution pour mettre fin à l’épidémie du VIH-1 passe 
par le développement d’un vaccin efficace contre le VIH-1 (4). Il existe plusieurs types de 
vaccin. L’un d’eux est un vaccin contenant une ou des protéine(s) recombinante(s). Ce vaccin 
est utilisé dans le but de générer des anticorps neutralisants (122). Il y a aussi les vaccins à 
vecteurs viraux qui sont utilisés afin d’exprimer un antigène viral de façon intracellulaire. Cela 
a pour but de favoriser l’immunité cellulaire. Deux vecteurs sont couramment utilisés : 
l’adénovirus et le poxvirus (122). L’adénovirus permet l’infection de cellules se divisant ou 
non. Avec l’expression d’un grand nombre de transgènes il induit une réponse immunitaire 
robuste. L’immunité dirigée contre le vecteur peut parfois être un problème, puisqu’une 
grande partie des gens sont séropositifs pour ce virus. De son côté, le vecteur poxvirus est 
avantageux, car il reste stable lorsqu’il est lyophilisé. Il peut aussi contenir un insert d’ADN 
de grande taille sans perde son caractère infectieux.  
On peut également utiliser un vecteur viral nu, que l’on appelle un vaccin à ADN. 
C’est un plasmide qui a été désigné pour produire une ou des protéine(s) par les cellules de la 
personne vaccinée (122). Cette méthode est avantageuse car les antigènes sont faciles à 
désigner. C’est aussi un vaccin très stable et sécuritaire et il ne présente pas de réponse 
immunitaire dirigée contre le vecteur. Cependant, ce type de vaccin peut parfois se montrer 
moins efficace si le plasmide n’est pas bien incorporé dans les cellules. 
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 Il est également possible de combiner deux types de vaccin pour augmenter 
l’efficacité. Le deuxième vaccin administré est appelé boost. Le boost est souvent fait d'une 
protéine recombinante ou d'un virus recombinant. La protéine recombinante permet 
d'augmenter la production d'anticorps neutralisants, leur avidité et leur persistance, alors que le 
virus recombinant permet d'augmenter la réponse cytolytique. 
3.2 Les stratégies utilisées  
Plus de 30 vaccins candidats ont été testés lors d’essais cliniques, seuls ou en 
combinaison. Le but ultime est de créer un vaccin procurant une immunité à long terme contre 
le VIH-1. Pour ce faire, le vaccin devra créer une coordination entre les réponses des cellules 
B et des cellules T CD4 et CD8 (4). Parmi les stratégies utilisées pour y arriver, il y a entre 
autres des vaccins à ADN avec des vecteurs viraux de type adénovirus, alphavirus ou 
poxvirus, des vaccins à particules pseudo-virales et des vaccins contenant des protéines 
recombinantes solubles. L’antigène le plus souvent utilisé est celui de l’enveloppe (Gp120, 
Gp140 ou Gp160), mais certains vaccins ont également inclus les gènes codant pour Gag, Nef 
et Pol. Différents clades ont été utilisés. Le clade B est le plus utilisé puisque c’est celui qui est 
majoritairement présent en Amérique du Nord. D’autres clades ont été testés, notamment le A, 
le C et le E. Une stratégie pour créer un vaccin contre le VIH serait d’activer les cellules T à 
réactions croisées qui reconnaissent les régions conservées du VIH (120). Cela pourrait 
procurer une réponse contre l’agent infectieux, mais aussi contre les mutants.  
Les premiers vaccins contre le VIH-1 ont été développés vers la fin des années 1980. 
Ils contenaient des protéines recombinantes de l’enveloppe du VIH-1. Bien que ces vaccins 
aient démontré l’induction d’anticorps neutralisants, malheureusement aucuns n’a démontré 
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d’efficacité contre l’infection puisque les anticorps étaient dirigés seulement contre la souche 
utilisée pour le vaccin (123). Cette réponse neutralisante limitée est dû à l’auto-réactivité des 
cellules B précurseurs développant les anticorps neutralisants ainsi qu’à leurs délétions. 
À la suite de ces essais infructueux, l’emphase a été mise sur la génération d’un vaccin 
induisant une réponse cytolytique contre le VIH-1. La stratégie pour y parvenir consistait à 
insérer des gènes du VIH-1 dans un vecteur viral recombinant afin que les protéines 
résultantes soient présentées par les molécules du CMH de classe I (123). Le premier vecteur 
utilisé est l’adénovirus (rAd5). Il contient les gènes codant pour gag, pol et nef du clade B, 
mais il ne peut pas se répliquer. Le niveau de réponse lymphocytaire T CD8 dirigée contre les 
clades B et C du VIH-1 générée par ce vaccin était acceptable. Cependant, aucun effet sur la 
charge virale et sur l’acquisition du VIH-1 n’a été observé, puisque les réponses des cellules T 
CD8 étaient dirigées contre des régions variables du virus (123). L’absence de la composante 
de l’enveloppe, générant habituellement les anticorps, pourrait expliquer une partie de 
l’inefficacité du vaccin (122).  
Par la suite, un vaccin à ADN a été testé avec un boost rAd5 (DNA prime-rAd5 boost). 
Il contient les gènes gag, pol et nef du clade B du VIH-1 et un mélange des clades A, B et C 
du gène env gp140 réparti dans 6 plasmides. Les anticorps qui ont été produits n’étaient pas 
neutralisants  et étaient dirigés en majorité contre gp41 (122). Les anticorps générés montrent 
une réaction croisée avec le microbiote intestinal, soit avec la polymérase ARN bactérienne 
E.coli et la pyruvate-flavodoxin oxidoréductase qui partagent des séquences similaires avec la 
région HR-1 de gp41 (107, 123). Malheureusement, le vaccin n’a pas démontré d’efficacité à 
long terme. 
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D’autres essais de vaccins ont été effectués avec un vecteur canarypox (ALVAC-HIV 
vCP1521) contenant la protéine gp120 ou gp160 du VIH-1 clade B. Ces essais n’ont pas été 
très concluants. Une réponse humorale et cellulaire sont induites, mais les réponses CD8 dans 
des essais Elispot sont faibles (124). De plus, des anticorps neutralisants ne sont pas toujours 
détectés. Toutefois, chez les primates non-humains, le vaccin ALVAC-SIV, administré de 
façon néonatale,  protège contre une exposition à une faible dose du virus VIS, mais il n’est 
pas efficace contre une exposition plus intense. Il permet cependant de réduire la charge virale 
et de ralentir la progression de la maladie. 
Un vaccin bivalent contenant la protéine de l’enveloppe du VIH-1 des sous-types B et 
E a été injecté à des utilisateurs de drogue (AIDSVAX B/E). Malheureusement, le vaccin n’a 
démontré aucun effet sur l’acquisition du VIH-1 (122, 124). 
L’étude RV144 a, quant à elle, combiné un boost AIDSVAX B/E à un vaccin à ADN 
ayant un vecteur canarypox contenant les gènes gag du sous-type B du VIH-1 et l’enveloppe 
du sous-type E du VIH-1 (124). Même si les anticorps développés par ce vaccin ne sont pas 
neutralisants (122), ils ont permis d’identifier un acide aminé jouant un rôle important. La 
grande majorité des anticorps générés lient un épitope contenant une lysine en position 169 
retrouvé dans la région V2 de Gp120 (123). Cette étude est la première à montrer un potentiel 
pour prévenir l’infection par le VIH (4), mais sa modeste efficacité diminue avec le temps 
(60,5% après une année et 31,2% après trois ans et demi (123)). Cette diminution est 
probablement due à une pression immune de la part des anticorps spécifiques à la lysine 169. 
De plus, son efficacité semble meilleure chez les personnes à faible risque d’infection (124). 
Cependant, il s’agit du seul vaccin candidat contre le VIH ayant montré une protection 
significative dans une étude randomisée prospective. L’étude a aussi démontré qu’un vecteur 
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de la famille des poxvirus devait être considéré comme un sérieux candidat dans l’élaboration 
du vaccin contre le VIH-1(4). 
Le vaccin MVA-B (Modified Vaccinia Virus Ankara) est un vaccin à ADN ayant un 
vecteur poxvirus. Ce vecteur est reconnu pour ses records de sécurité. Malgré son pouvoir de 
réplication limité chez l’humain, il est capable d’obtenir un taux élevé d’expression génétique 
et de déclencher de fortes réponses immunitaires (4).Ce vaccin code pour les antigènes Env, 
Gag, Pol et Nef provenant du clade B du VIH-1. Il induit de nouvelles réponses T spécifiques 
au VIH qui sont polyfonctionnelles pour 25% des cellules T CD4 et 45% des cellules T CD8. 
Il induit également des réponses de longue durée en engendrant des cellules T CD4 mémoires 
centrales (TCM) et des cellules T mémoires effectrices (TEM) ainsi que des cellules T CD8 
mémoires effectrices RA (TEMRA) et TEM (4, 125). Tout au long de l’essai, les participants 
ont démontré une réponse positive pour la production d’IFN-γ provenant des cellules T 
spécifiques au VIH-1 (4). Une réponse humorale est aussi observée chez la plupart des 
vaccinés. Après la troisième dose, 72,7% des vaccinés avaient un taux détectable d’anticorps 
dirigés contre Env. La protection de ce vaccin s’est élevée jusqu’à un an pour 85% des 
participants (4). Cependant, aucune information n’est disponible concernant les années qui 
suivent. 
Certains chercheurs explorent l’utilisation d’adjuvants en combinaison au vaccin. Les 
anticorps bloquants contre PD-1 sont entre autre analysés comme adjuvant. Leur utilisation 
chez des macaques infectés chroniquement par le VIS a déjà démontré une amélioration des 
réponses cytolytiques spécifique au VIS. Par la suite, la vaccination de macaques non-infectés 
par le VIS en combinaison avec des anticorps bloquants contre PD-1 a aussi démontré de 
meilleures réponses cytolytiques (67). 
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Certains vaccins ont été testés comme vaccin thérapeutique dans l’espoir de réduire le 
réservoir viral. Certains chercheurs se disent que si l’on ne peut pas faire un vaccin protégeant 
contre l’infection, on pouvait s’en servir pour réduire au minimum la charge virale et ainsi 
réduire la transmission (58). Le MVA-B est l’un de ces vaccins. Chez des volontaires VIH 
positifs, 3 doses de vaccination augmentent les réponses T spécifiques à Gag, ainsi que la 
sécrétion d’IL-2 et d’IFN-γ par les cellules T CD4 (125). 40% des cellules T CD4 montrent au 
moins 2 fonctions effectrices (production d’IFN-γ, IL-2 ou TNF-α), mais celles-ci n’ont aucun 
impact sur le réservoir viral. De leur côté, les réponses T CD8 n’ont pas démontré de variation 
à la suite de l’administration des vaccins. De plus, le délai entre l’arrêt de la trithérapie et 
l’augmentation de la charge virale après 3 doses du vaccin MVA-B n’est que modeste. 
Le vaccin thérapeutique Tat a eu plus de succès. Les anticorps anti-Tat sont assez rares 
lors d’une infection par le VIH-1. Lorsqu’ils sont présents, ils sont associés à une phase 
asymptomatique et à une progression lente de la maladie. L’étude a été menée chez des 
participants sous trithérapie. Elle a démontré une restauration du nombre de cellules T CD4, T 
CD8 et T centrales mémoires, ainsi que du nombre de cellules B et NK (123). Une réduction 
de l’état d’activation du système immunitaire et une réduction de la charge virale sont 
également observées, et ce, jusqu’à 3 années post-vaccination. 
Étant donné les défis spécifiques posés par le VIH, beaucoup d'efforts sont 
actuellement centrés sur une approche rationnelle de développement vaccinal, combinant en 
particulier biologie structurelle et moléculaire avec des modèles d'immunisation in vivo 
comme les macaques ou de petits animaux exprimant un répertoire d’anticorps humains (126). 
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3.3 Les problématiques générales 
Les problématiques majeures rencontrées par les chercheurs travaillant sur le 
développement d’un vaccin contre le VIH sont l’absence d’anticorps neutralisants à large 
spectre capable de bloquer des souches hétérologues créés par les vaccins candidats et 
l’absence de protection à long terme. Ceci est en grande partie causé par les propriétés 
structurales du trimère de l’enveloppe. Le VIH est un virus possédant un haut degré de 
variabilité antigénique, ce qui présente un autre obstacles important dans le développement 
d’un vaccin efficace (90), puisque les anticorps neutralisants générés sont hautement 
spécifiques pour une souche virale donnée (126).  
La protéine de l’enveloppe étant l’unique cible des anticorps neutralisants, des efforts 
afin de construire un trimère stable devront être déployés, puisque l’instabilité des trimères 
existants induit des anticorps non-neutralisants. Plusieurs stratégies pour y arriver sont en 
cours d’études (126). Certains explorent la co-cristallisation de trimères d’enveloppe 
recombinant avec des anticorps neutralisants à large spectre dans le but de générer une 
structure haute résolution permettant de stabiliser le trimère. D’autres veulent utiliser la cryo-
microscopie électronique et la cryo-tomographie électronique pour découvrir de nouveaux 
détails moléculaires pouvant résulter en la fabrication d’un trimère stable. Lorsqu’un trimère 
stable pourra être généré, il faudra aussi penser à une stratégie pour affaiblir les réponses 
immunitaires dirigées contre les régions immunodominantes variables de l’enveloppe pour 
favoriser la production d’anticorps neutralisants à large spectre. La génération de nouveaux 
anticorps neutralisants dans les 2 dernières années commence à permettre l’identification de 
nouveaux sites vulnérables sur la protéine de l’enveloppe du VIH (63). Le grand défi qui 
suivra ensuite sera de convertir ces épitopes protectifs en antigènes protectifs destinés à 
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produire un vaccin engendrant des réponses de la part des cellules T CD4 auxiliaires. Une 
approche possible pourrait être l’utilisation d’un vecteur exprimant des molécules ressemblant 
à des anticorps bloquants.  
Il importe également de connaître la forme sous laquelle la protéine de l’enveloppe du 
VIH est majoritairement présentée aux cellules B. Elle peut soit être sous une forme 
monomérique gp120 ou gp41, soit se retrouver en fragment, soit être sous sa forme non-clivée 
gp160. Cette information est importante pour le design d’un vaccin puisqu’il faut prévoir 
comment la protéine sera procédée et présentée aux cellules B. Ces cellules B productrices 
d’anticorps vont recevoir de l’aide de la part des cellules T folliculaires auxiliaires (Tfh), un 
sous-groupe distinct de cellules T CD4, pour former et maintenir les centres germinatifs. Il y a 
présentement une augmentation de l’intérêt pour l’étude de ces cellules qui jouent un rôle 
majeur dans le développement d’anticorps neutralisants. L’identification et le suivi de ce type 
de cellules spécifiques au VIH vont nous permettre de mieux comprendre leur rôle dans le 
développement d’anticorps chez les humains infectés par le VIH ou par les vaccins candidats 
(126).  
Il est commun d’utiliser un vecteur viral comme celui de l’adénovirus pour procurer 
une immunité contre des protéines produites par un autre virus. Les réponses produites par ce 
type de vaccin peuvent être fortes. Cependant, elles peuvent provenir en majorité de la 
réactivation des cellules T CD4 spécifiques au vecteur viral. Cette réactivation pourrait avoir 
comme effet l’induction de cellules T CD8 de plus faible affinité pour l’antigène ciblé par le 
vaccin (89). Pour contrer ce problème, l’utilisation de vaccins atténués serait préférable, mais 
dans le cas du VIH, le risque de provoquer une infection est beaucoup trop grand. Les vecteurs 
viraux pourraient par contre être adaptés afin de ne pas contenir les épitopes causant de 
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l’interférence avec ceux de la protéine cible. De nouvelles recherches utilisant un vecteur 
CMV simien, dans le but de délivrer continuellement des antigènes du SIV, ont été en mesure 
de limiter l’infection systémique chez quelques animaux (63). Étant administré de façon sous-
cutané, ce vaccin a démontré l’induction de réponses protectrices dans les muqueuses. Cela 
démontre qu’il est bien possible de créer une résistance contre l’infection d’un lentivirus par 
l’exposition de ses antigènes. 
Plusieurs thérapies immunes spécifiques au VIH ont été tentées : une immunothérapie 
à base d’anticorps neutralisants, des vecteurs à ADN, des vecteurs viraux ou des vaccins à 
base de cellules dendritiques. Aucune de ces thérapies n’a été capable de contrôler l’infection 
par le VIH à long terme (125). Cependant, une de ces thérapies pourrait peut-être avoir  un 
effet bénéfique si elle est combinée à un vaccin, comme l’administration des antigènes par des 
cellules dendritiques. Cette méthode d’administration permettrait de contourner les 
mécanismes d’épuisement cellulaire (63). Ces mécanismes affectent grandement les réponses 
vaccinales. L’étude du sujet devra être approfondie afin de créer un vaccin capable de les 
manipuler.  
Une autre solution qu’il serait possible d’explorer est l’immunisation néonatale avec 
l’enveloppe du VIH-1. Puisque le répertoire des cellules B est généré à la naissance par les 
microorganismes intestinaux,  peut-être que cette immunisation pourrait faire en sorte de 
générer des cellules B répondant aux antigènes de l’enveloppe non-dominant. Certains 
suggèrent aussi de délaisser ou de modifier une région de gp41 dans les vaccins pour éviter les 
réactions croisées entre les acides aminés de la région HR-1 et les microorganismes de 
l’intestin (107). 
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Il reste encore plusieurs connaissances à acquérir sur le sujet afin de développer un 
vaccin efficace contre le VIH. La base des mécanismes immunologiques capables de prévenir 
la propagation systémique du foyer de l’infection devra être mieux comprise. Il faudra entre 
autres déterminer la nature de la réponse immunitaire nécessaire pour procurer une protection 
contre le VIH, ce qui comprend la qualité et la quantité de réponses immunitaires devant être 
induites et l’antigène idéal devant être inclus dans le vaccin. Une meilleure compréhension des 
relations entre les réponses immunitaires innées et adaptatives face aux antigènes du VIH 
devra être explorée, car contrairement à d’autres agents pathogènes, une protection contre le 
VIH ne peut pas être acquise avec seulement une réponse humorale ou cytolytique. D’ailleurs, 
plusieurs règles de base de l’immunologie indiquent qu’un vaccin stable de longue durée 
contre le VIH ne pourra pas être généré sans l’induction de réponses protectrices de la part des 
cellules T CD4. Les stratégies vaccinales ne sont pas beaucoup exploitées jusqu’à présent, 
mais elles devraient figurer parmi les priorités pour le futur. Pour terminer, le vaccin contre le 
VIH devra être capable de prévenir l’établissement de la phase latente du virus, car durant 
cette phase, aucun antigène n’est exprimé et cela serait une des causes de l’inefficacité des 
vaccins contre le VIH (63).  
 
 
 
  
Hypothèses 
Nous postulons que des lymphocytes T CD4 spécifiques au VIH-1 fonctionnelles 
existent chez une minorité substantielle de donneurs séronégatifs.  Nous présumons que ces 
réponses sont générées en réaction à d’autres agents pathogènes, présentant une réactivité 
croisée avec les protéines du VIH, mais présentant aussi des différences fonctionnelles 
significatives avec celles de patients infectés. 
Nous croyons également que les peptides immunodominants chez les donneurs VIH 
négatifs auront des similarités mais aussi des différences avec ceux retrouvés chez les 
donneurs VIH positifs.  Les donneurs VIH négatifs possèdent des cellules spécifiques capables 
de reconnaître certains épitopes d’antigènes du VIH, mais cela se ferait par des réactions 
croisées avec des antigènes rencontrés antérieurement par le système immunitaire. Les 
donneurs VIH positifs ont, de leur côté, été en contact avec le virus et donc ce ne seront pas 
nécessairement les mêmes peptides qui seront dominants. 
Objectifs 
Investiguer la capacité des cellules T CD4+ provenant de donneurs VIH négatifs à 
proliférer lors de la rencontre d’ensemble de peptides représentant les antigènes Gag, Env, Nef 
et Pol du VIH. 
Confirmer la spécificité des réponses prolifératives spécifiques au VIH en générant in 
vitro des lignées de cellules T CD4+ spécifiques au VIH dérivant de donneur VIH 
séronégatifs. 
Définir les fonctions des cellules T CD4+ spécifique au VIH en les comparants à des 
lignées générées à partir de donneurs VIH positifs. 
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Déterminer les épitopes du VIH reconnus par les cellules T CD4 et comparer le profil 
d’immunodominance avec les données recueillies à l’aide du même protocole pour des 
donneurs VIH positifs.  
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ABSTRACT 
+ T cell (Thelper, TH) responses play a key role in antiviral immunity. However, HIV-
specific TH responses generated either by infection or by vaccine candidates are highly 
variable. Studies in mice and humans suggest that antiviral TH responses can be 
generated before exposure to the specific viral pathogen through cross-reactivity with 
other microorganisms. These pre-existing responses may influence development of TH 
responses upon pathogenor immunogenexposure. We investigated HIV-specific TH 
responses in HIV-uninfected individuals (UD) and compared them to those of HIV-
infected donors (HI).  The prevalence of HIV-specific proliferative TH responses in UD 
was surprisingly high: 33% of UD had a robust Gag response >1% by CFSE assay. While 
Gag was more frequently targeted than the alternative HIV proteins Env, Nef and Pol, we 
did not observe the strong Gag immunodominance pattern seen in HI. Proliferative 
responses were overall lower in UD than HI, but strong expansion was occasionally 
observed. We derived Gag- and Env-specific short-term TH cell lines from UD and used 
intracellular staining to confirm their specificity and functions.  TNF-α and CD40L 
dominated TH responses in UD lines, contrasting with HI lines that were robust IFN- 
producers. Functional affinity in UD was variable and could be improved in some 
subjects by optimization of antigen presentation. Gp41 epitope mapping identified 
peptides recognized by TH from UD. The results show that functional HIV-specific CD4 
T cells exist in a substantial proportion of UD. Such pre-existing CD4 T cell could impact 
development of virus-specific TH responses at the time of acute HIV infection and 
influence responses to vaccine candidates. 
 
 52 
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INTRODUCTION  
HIV causes a loss of CD4+ T lymphocytes and a chronic immune activation that, 
if untreated, lead to the development of acquired immune deficiency syndrome (AIDS) in 
the large majority of infected individuals (1, 2). HIV-specific CD4 T cells recognize 
specific viral epitopes presented by HLA Class II in order to establish an immune 
response in the context of an infection or a vaccine. The magnitude of CD4+ T cell 
responses mounted against HIV antigens is highly variable between infected individuals 
(3-5), while the CD4 T cell responses induced by candidate HIV vaccines in healthy 
volunteers also demonstrate significant variation. For example, the RISVAC02 study 
demonstrated Env-specific CD4+ T cell responses in 23% of the vaccinated individuals, 
two weeks after the final immunization, as measured by intra-cellular cytokine staining 
(ICS) for IFN-γ protein production following stimulation with the immunogen(6). 
Similarly, the RV144 trial reported positive anti-Env responses in an IFN-γ ELISPOT 
assay for 41% of vaccine recipients, also at 2 weeks post the final dose (7). This 
variability is observed between individuals receiving the same immunogen. The factors 
that determine these variations at a population level remain largely unknown. 
  
Studies utilising murine models of viral infection have previously indicated  that 
the plasticity of antigen recognition by memory CD8+ T cells is influenced by the history 
of pathogen exposure, a finding that has also been observed in humans (8). Therefore, 
memory T cells generated as a consequence of one infection can influence protective 
immunity and immunopathology associated with a second, unrelated, virus. As a 
consequence, a multitude of viruses encountered throughout the lifespan of an individual 
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constantly transform our T cell repertoire and influence the induction of CD8 T cell 
responses to future viral infections. This heterologous immunity is not as effective at 
clearing the pathogen as homologous immunity (i.e. memory generated from multiple 
encounters with the same pathogen), but when a cross-reactive process is implicated the 
memory responses can be long-live. More recently, this concept of T cell-dependent 
heterologous immunity and immunopathology (9) has been extended to CD4 T cell 
responses in humans (10). 
 
A pMemory CD4+ T cells specific to the immunodominant epitopes of different 
viruses, including HIV, have been detected in non-infected adults; some of these virus-
specific CD4 T cells recognized epitopes with a strong protein sequence similarity to 
epitopes from common human commensal bacteria (11, 12). These data suggest that this 
pre-existing CD4+ T cell memory repertoire is, at least in part, shaped by the 
physiological microbiome and that such pre-existing cross-reactive responses can 
contribute to immunodominance patterns in T cell responses observed upon subsequent 
HIV infection.  
 
Another report showed that many epitopes recognized by these pre-existing HIV-
specific CD4 T cells share an amino acid sequence with proteins of the human microbiota 
(12), with up to 83% of HIV-1 epitopes recognised by memory CD4 T cells of non-
infected donors matching epitopes of human microbiome proteins. This suggests that 
cross-reactivity may play an important role in the generation of virus-specific CD4 T cell 
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responses by priming T cells against other antigens. Class II tetramers have been used 
successfully to identify such pre-existing antigen-specific T cells with high sensitivity 
and specificity (11). In another approach, a protocol using maximal stimulation by a 
combination of PHA, heterologous feeders and high-dose IL-2 was successfully used to 
probe both the naive and memory CD4 T cell repertoires recognition HIV epitopes (12). 
While powerful, such tools are limited in their ability to assess the functionality of these 
cross-reactive responses. For example, the capacity of such CD4 T cells to respond to 
physiologic TCR signaling i.e. signaling triggered by recognition of epitopes bound to 
HLA Class II presented  on antigen-presenting cells (APC) remains unclear. Furthermore, 
the ability of these pre-existing responses to provide CD4 T cell help through the 
upregulation/expression of co-signaling molecules is unknown. These pre-existing cells 
can also have a link with the elite controller status of some HIV infected patients. Around 
1% of HIV infected persons have the ability to control their viremia under the detectable 
limits (<50 copies/ml) without any treatment. The mechanisms that allow to these 
persons to control their viremia are not known yet. There is only some links that was 
made with specific HLA alleles, like the HLA-B57 and HLA-B27, which are frequently 
seen in elite controllers (13).  
 
In this study, we investigate the prevalence, specificity and function of HIV-
specific CD4 T cells in HIV seronegative adults. We show that functionally competent 
memory CD4 T cells able to rapidly expand upon encounter with cognate cross-reactive 
HIV antigens are present in a substantial proportion of HIV-seronegative donors. 
Futhermore, we describe both similarities and differences in their functional 
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characteristics when compared to responses identified in patients chronically infected 
with HIV. 
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RESULTS 
Functional virus-specific CD4 T cells endowed with proliferative capacity are 
frequent in HIV uninfected donors 
In order to establish the prevalence of HIV-specific CD4 T cell responses in the absence 
of infection, we first screened a cohorts of HIV seronegative (UD, n=18) for CD4 T cell 
proliferative responses to HIV antigens and compared these responses to those observed 
in chronically HIV-infected donors (HI, n=53). Baseline patient characteristics are 
summarized in Tables 1 and 2. Of note, two of the UD were identified as partners in 
HIV-discordant couples, engaging in unprotected sexual intercourse, and therefore are 
considered to be at high risk of HIV exposure. As pre-existing, cross-reactive CD4 T cell 
responses were likely to be present at low frequencies, we reasoned that CFSE-based 
proliferation assays would be a sensitive tool to detect them, allowing antigen-specific 
cells to expand during a seven-day culture. As CD8 T cells can inhibit CD4 T cell 
proliferation through consumption of IL-2, therefore decreasing the amount available in 
vitro, and by expressing inhibitory molecules, we first depleted CD8 T cells from 
PBMCs, as previously described (14, 15). CD8-depleted PBMCs were then stained with 
the cell tracker CFSE and stimulated with pools of overlapping peptides corresponding to 
the HIV protein products of the Gag, Env, Nef and Pol genes. Cells stimulated or not 
with phytohaemagglutinin-M (PHA) were used as negative and positive controls 
respectively.  Proliferative responses were quantified after 7 days as the proportion of 
CFSE
low
CD25+ CD4+ T cells (Figure 1). The gating strategy is demonstrated in 
FigureS1A. As illustrated in the representative flow cytometry plots  in Figure 1A, CD4+ 
T cells proliferated in response to HIV antigens in a subset of UD. 6/18 UD showed a 
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proliferative response at least twice background for at least one of the antigens tested 
(Table 3). The strength of such responses varied between both antigen and patient 
studied; while responses in UD2 predominantly recognized Gag and Pol, mirroring the 
dominance of these two proteins in HI patients (see example, Figure S2A), UD3 showed 
robust responses to the Env and Nef peptide pools. Analysis at the cohort level (Figure 
1B and Table 1) confirmed the lack of clear hierarchy amongst the protein targeted in UD 
with similar median net responses to Gag, Env and Pol (0.41%, 0.39% and 0.41% 
respectively),  while the responses against Nef were smaller (0.03%).  These results 
contrasted with the findings in HI subjects (Figure 1C), in whom proliferative responses 
to Gag were strongly immunodominant (median = 3.0%), good responses to Pol were 
also frequently detected (median = 1.5%), and responses to Env and Nef usually weaker 
(median = 0.3 and 0.06% respectively). Direct comparison between UD and HI cohorts 
illustrated,  that responses in UD were overall of smaller magnitude than in HI (Figure 
1D).  However, several UD presented robust responses to HIV antigens (Table 1). 
Intriguingly, stratification of HI according to viral control status illustrated differences 
amongst groups (Figure S2B, C, D); while viral control restored some proliferative 
responses in ART-treated subjects compared to untreated individuals, several elite 
controllers stood out as having robust proliferative responses targeting multiple HIV 
proteins. This shows that under certain circumstances the immune system is also able to 
mount robust HIV-specific TH responses in response to infection. Of particular interest 
with regards to vaccine development, we were able to detect robust responses to Env in 
both the ART-treated and elite controller groups, although such responses were more rare 
and lower in magnitude that those raised against alternative HIV antigens. 
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In order to focus on those UD who mounted a strong proliferative response to the 
HIV-antigens, we defined robust proliferative CD4 T cell responses as those being more 
than twice the background proliferation in the unstimulated condition and having a net 
value greater than 1% after background subtraction. Using these criteria, we observed 
that robust proliferative responses were most prevalent against Gag (occurring in 33% of 
UD compared to 68% in HI) (Figure 1E) and less common for alternative HIV antigens, 
as seen for the total proliferative responses.  However, consistent with the results of 
Figure 1B, Gag was again not as immunodominant in UD as in HI individuals: robust 
proliferative CD4 T cell responses to other HIV antigens were present in 17% (Env), 
22% (Nef) and 28% (Pol) of the UD examined. Importantly, the two patients at high risk 
of HIV exposure did not possess robust proliferative responses. 
 
 Given previous results on heterologous viral immunity in murine models (8, 9) and 
recent data suggesting that CMV seropositivity is associated with better responses to 
influenza vaccination in humans (16), we next investigated whether there was an 
association between HIV-specific CD4 T cell responses in UD and the subject’s CMV 
status.  Overall, the pattern of HIV-specific responses were quite similar in CMV 
seropositive (CMV+) and CMV seronegative (CMV-) UD, with no significant difference 
observed at the individual protein level or when all HIV antigens were pooled (Figure 
S2E, F, G). We looked at the CD4 T cell proliferation to the pp65 antigen and the whole 
CMV viral lysate. Accordingly, the HIV status of the donor did not have an impact on the 
magnitude of the CMV proliferative responses (Figure S2H, I, J). Intriguingly, although 
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we found that CMV-specific CD4 proliferative responses were prevalent and showed a 
higher magnitude of responses in CMV+ compared to CMV- subjects (Supplemental 
Figure 1HI), the occasional CMV- subjects presented proliferative responses to CMV 
antigens (Supplemental Figure 1J).  Thus, our observations of cross-reactive CD4 T cell 
responses of Figure 1 do not appear unique to HIV. 
 
 Of note, intracellular staining for commonly assessed cytokines (TNF-, IFN-, 
IL-2), after a 6h stimulation, failed to identify HIV-specific CD4 T cells in UD subjects, 
whereas these assays readily determined such responses in infected individuals (data not 
shown).  These results suggest that the populations of HIV cross-reactive CD4 T cells in 
UD are small and/or do not express effector cytokines readily detected in standard ICS 
assays, but that they can undergo a robust expansion when they are exposed to HIV 
antigens. 
 
Taken together, these data demonstrate that a population of CD4 T cell able to 
expand upon exposure to HIV antigens can be identified in the peripheral blood of a 
proportion of UD.  Furthermore, in contrast to observations made in HI donors, such 
responses do not show a clear immunodominance of Gag over Env or other HIV proteins. 
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Short-term HIV-specific CD4 T cell lines derived from uninfected donors are functional 
and robustly express TNF and CD40L upon cognate antigen restimulation. 
 To confirm the specificity and assess the functional profile of cross-reactive HIV-
specific CD4 T cell responses, we generated short-term cell lines against HIV peptide 
pools for a subset of the UD. We focused on the Gag and Env HIV antigens. Gag was 
selected as it was frequently recognized in CFSE assays by UD and an immunodominant 
protein for CD4 T cells in in the context of natural HIV infection (Figure S2A) and (3)).   
Env was investigated as  follicular helper T cells targeting this protein may provide 
critical help for the development of broadly neutralizing antibodies (bNAbs),all bNAbs 
target Env, in the context of vaccination (17, 18). CD4 T cell lines generated against  the 
pp65 matrix protein of CMV were used as controls. 
 
We used standard protocols to growth CD4 T cell lines were established as 
previously described (3). After 10-12 days of in vitro expansion, the specificity of the cell 
lines were assessed by flow cytometric detection of intracellular TNF-α, IFN-γ, CD40L 
and IL-2 production following cognate antigen restimulation. A list of the cell lines 
generated and their basic characteristics is detailed in Table 3. Although for these 
experiments we preferentially selected donors that showed robust proliferative responses 
for the Gag or Env antigens (as shown in Table 1), we were also able to easily grow HIV-
specific CD4 T cell lines from patients with weak CFSE responses. For example, we 
grew an Env-specific cell lines from UD1 and an Gag-specific CD4 T cell line from 
UD5, in whom where in all two cases the net CFSE proliferative response was <1%.. As 
illustrated in the representative flow cytometry plots (Figure 2A) and confirmed in 
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summary data (Figure 2B), the cell line recall responses were dominated by the 
expression of CD40L and TNF-α, in UD. IL-2 responses were very low or undetectable 
due to the negative feedback caused by of an IL-2 supplemented culture medium. 
Interestingly, the fraction of IFN-γ secreting cells was significantly lower in UD-derived 
HIV-specific CD4 T cell lines (Figure 2AB), contrasting with the typical pattern 
observed in HI subjects, in whom the production of IFN-γ and TNF-α are in the same 
range (Figure 2 CD). The gating strategy used to analyse the cytokine production is 
shown in Figure S1B. Therefore, HIV-specific CD4 T cell lines derived from UD and HI 
subjects appear to retain some functional differences, this in spite of the  in vitro 
expansion. 
 
HIV-specific CD4 T cell lines derived from uninfected donors present distinct 
polyfunctionality patterns 
To better understand the functionality of HIV-specific CD4 T cell lines generated 
from UD, we next examined the co-expression patterns of CD40L, TNF-α and IFN-γ by 
such cell lines (Figure 3). As illustrated in the examples in Figure 3A and summarized 
across the cohort in Figure 3B the majority of Env gp41- and Gag-specific CD4 T cells 
within a cell line express CD40L and/or TNF-α. Consequently, a significant majority of 
HIV-specific CD4 T cells from UD were monofunctional by this assay (Figure 3C), a 
substantial fraction exerted two functions, and few exerted all three functions measured. 
In contrast, and as shown in the representative examples in Figure 3D, IFN- was 
produced by a median of 46% of the HIV-specific cells from HI subjects-derived CD4 T 
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cell lines (Figure 3E) and  mono-, dual- and triple-functional cells were found at similar 
frequencies in this cohort (Figure 3F).   
We next sought to determine whether the patterns observed in Figure 3A-F were 
specific for HIV, or could be also observed for Thelper responses to other viruses. To 
address this question, we generated CMV pp65-specific CD4 T cell lines from two 
CMV+ and one CMV- UD donors (Figure 3G). The CD4 T cell cytokine secretion profile 
for the CMV+ donors was similar to the one observed in HIV-specific cell lines 
generated using HI donors PBMCs, with large proportions of IFN-+ and triple-
functional antigen-specific CD4 T cells. Interestingly, the CMVpp65 cell line derived 
from the CMV- individual had a secretion profile identical to the HIV-specific CD4 T 
cells from UD cell lines, showing domination of CD40L and TNF-α responses with a low 
IFN-γ response (Figure 3H). Profile of effector molecules in CMVpp65 CD4 cell lines 
generated from CMV+ HI patients was similar to those from UD illustrated in Figure 3G 
(data not shown). 
 
These data demonstrate that virus-specific cross-reactive CD4 T cell lines derived 
from uninfected donors for both HIV and CMV present reduced polyfunctionality, as 
measured by a classical Th1-oriented ICS panel, when compared to responses in chronic 
infection. 
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Functional affinity of HIV-specific responses in CD4 T cell lines derived from 
uninfected donors is variable and can be improved by enhanced antigen 
presentation. 
Having shown that the specificity and function of HIV-specific CD4 T cells in 
UD can be reliably assessed by ICS using a standard dose of 0.5 g/mL/peptide, we next 
sought to define whether the functional affinity of these responses in UD reached similar 
levels to those of HI subjects, or were of lower affinity and efficiently triggered only by 
higher antigen dose or optimal antigen presentation.  We thus determined dose-response 
curves for TNF-, CD40L and IFN-, using gp41-specific cell lines derived from 2 UD 
and 1 HI, and 3-fold dilution of the HIV antigen (Figure 4ACE). As shown by comparing 
the EC50 Figure 4BDF), the functional affinity for all three parameters measured was 
highest for the HIV-infected patient HI7 compared to UD1 and UD3.  However, we 
observed a marked difference between the two UD: the EC50s determined for UD1 
reached levels close to those detemined for HI7, while EC50s for UD3 were markedly 
higher. We reasoned that the lower functional affinity of the UD3 cell line may have been 
caused by lower TCR affinity and exacerbated by the 12-day in vitro culture, in which a 
number of APC are expected to die and/or become dysfunctional. In order to test this 
hypothesis, we optimized antigen presentation to the CD4 cell lines by adding autologous 
Ag-pulsed monocytes at a 1:5 ratio immediately following their isolation from thawed 
autologous PBMC samples.  As predicted by the TCR affinity hypothesis, the extra APCs 
led to increased net responses for the low-affinity UD3 line (Figure 4G), but had minimal 
impact on the UD1 line (Figure 4H) and a negative impact on the net responses of the 
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HI7 line, due to increased background observed in the NS condition (Supplemental 
Figure 2). 
 
Of note, addition of monocytes as extra APCs had a greater effect than either 
isolated CD3-depleted PBMCs or B cells (data not shown). We also observed that 
addition of APC, while augmenting the responses in UD3, did not preferentially induce 
more IFN-γ secretion.  
 
Therefore, the functional affinities of UD-derived HIV-specific CD4 T cell lines 
are diverse but may be in a similar range to those observed in HI, and low affinity can be, 
at least in part, overcome by adding better APCs.  This may suggest a stronger 
dependence of these low-affinity responses on co-signaling molecules or cytokines 
secreted by APCs. 
 
Seronegative individuals share some immunodominant epitopes with infected people 
Having characterized the profile of HIV-specific CD4 T cells in uninfected 
donors, we next asked whether functional responses in UD targeted the same epitopes as 
in HIV-infected individuals. To identify the epitopes recognized by CD4 T cells from 
Env gp41-specific cell lines in HIV negative and positive subjects, we examined the 
responses induced after a 6h ICS stimulation with the individual peptides that constitute 
the gp41 peptide pool used to grow the cell line. These peptides consist of 15-mer 
overlapping by 11 amino acids mapping the entire gp41 protein. Figure 5 shows the 
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peptides that gave positive responses following stimulation for the 3 donors tested (UD1, 
UD3 and HI7). 24 peptides elicited postive responses in at least in one of the three donors 
and are listed in Table 4, where they are also compared to the references sequences 
identified in the literature.Eleven peptides were recognized by the UD1 (13% of all gp41 
peptides), 5 peptides by the UD3 (6%) and 15 by the HI7 donor (17%). The two 
immunodominant peptides, based on the magnitude of the responses, were the 
overlapping peptides 198 (LKYWWNLLQYWSQEL) and 199 
(WNLLQYWSQELKNSA). The overlapping sequence is underlined .198 elicited a 
positive  response in 2/3 donors (UD3 and HI7) and 199 was recognised by all three 
donors. Interestingly, we were not able to identify any previously published reports 
identifying these sequences as CD4 T cell epitopes. 
 
cross-reactivity with pre-existing responses contributes to Thelper 
immunodominance patterns in HIV infection. 
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DISCUSSION 
In conclusion, we have shown that a surprisingly high proportion of HIV-
uninfected individuals have functional HIV-specific CD4 T cells in the peripheral blood. 
These responses can be readily identified by CFSE-based proliferation assays, with 33% 
of UD displaying net CFSE responses >1% to the HIV Gag antigen.  Protein targeting in 
UD did not display the same immunodominance pattern as in HIV-infected individuals: 
UD recognized Gag, Env Nef and Pol protein products at relatively similar frequencies 
while in HI subjects, Gag was much more frequently and robustly recognized than Env 
antigens, consistent with previous reports (3, 19, 20). Intriguingly, short-term CD4 T cell 
lines derived from these responses in UD demonstrated functional differences when 
compared to the Thelper cells elicited by natural HIV infection. The functional affinity of 
the UD responses was variable but reached levels comparable to HI responses in some 
subjects, suggesting that they could respond to physiological antigen concentrations in 
vivo. The epitope recognition in Env was in part shared between UD and HI subjects, 
confirming the presence of T cells endowed with cross-reactive TCRs for HIV antigens 
in donors who are not highly exposed, uninfected individuals. These pre-existing 
responses could play an important role in shaping the immune response upon natural 
infection or vaccine administration. The next step will be to sort naïve and memory cells 
from UD and see which population proliferate. Naïve cells from HI donors will be also 
sort to compare with the UD. 
 
We chose to use proliferation assays to detect these rare HIV-specific cells as this 
allowed us to measure functional responses able to expand rapidly upon natural antigen 
 68 
 
presentation by interaction of the TCR with the HLA Class II/epitope complex.  Such 
assays also act as amplifiers, enabling detection of low-frequency responses.  This 
approach thus differs from techniques used previously in other studies investigating HIV-
specific CD4 T cell responses in uninfected individuals, in which experiments based on 
Class II tetramers (11) or unspecific expansion (12) were performed.  In spite of these 
differences, the results presented here are consistent with these previous findings, while 
providing new information on the functionality of the identified responses.  Of note, in 
the RV144 trial, the baseline prevalence of CD4 T cell proliferative responses against the 
Env construct was of 24% (21), thus quite comparable to the frequency observed in our 
cohort (17%) when a cut-off of 1% net response was applied. The difference in 
magnitude of proliferative responses between both groups is probably mostly explained 
by lower frequencies of responses in PBMC between UD and HI subjects: ICS assays 
readily identified HIV-specific CD4 T cell responses in infected subjects, but failed to do 
so in UD individuals. Importantly, Gag was not as immunodominant here as compared to 
other gene products contrasting with a common observation in HI with chronic infection.  
In particular, Env recognition was comparatively more frequent.  This suggests that 
precursors CD4 T cells for Env epitopes are not especially rare, consistent with previous 
data (12).  Of note, we previously observed robust, but transient, responses at the time of 
acute infection that quickly fade (22). These data suggest that events occurring once 
infection is established dictate the strong Gag immunodominance, rather than the intrinsic 
immunogenicity of Env. 
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We confirmed the specificity of these responses by growing CD4 T cell lines 
specific for HIV antigens from UD and testing them by ICS, following restimulation, 
thus ruling out unspecific activation as the driver of the CFSE proliferative responses 
observed. These experiments also allowed a determination the functional profile of such 
cell lines, and to compare them to those from HI subjects.  These data show that in spite 
of the in vitro expansion period, antigen-specific CD4 T cells maintain distinct 
phenotypes.  HIV-specific CD4 T cells of UD robustly expressed TNF-α and CD40L but 
produced little IFN-, while HI cell lines abundantly expressed IFN-.  Consequently, 
when these parameters (TNF-α, IFN- CD40L) were examined together, HI cell lines 
showed higher polyfunctionality than those of UD. Such mono-functional cells have been 
shown to be functional in vivo, as a single cytokine prevails in the CD4+ T cells of 
individuals vaccinated with the MVA-B vaccine (6). As this standard ICS panel favors 
detection of Th1-type of responses, it will be important to determine if UD responses are 
enriched in other CD4+ T cell functions, corresponding to other lineages of Thelper 
differentiation.  
 
Given these functional differences, we asked whether the HIV-specific CD4+ T 
cell lines differed in their functional affinity, as the activation threshold may be an 
important parameter determining the ability of CD4+ T cells responding to HIV antigens 
in in vitro assays to also respond in vivo. The dose-responses curves determined for Env 
gp41-specific cell lines with serial dilutions of the cognate peptide pools, while 
performed on a limited number of individuals, showed interesting patterns: two UD 
subjects displayed quite different EC50s for all the markers examined (TNF-, CD40L 
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and IFN-).  The higher affinity CD4+ T cell line was characterized by EC50s close to 
that of the HIV-infected donor, suggesting it could react similarly in exposed individuals. 
 
 
Having clearly demonstrated the HIV antigen cross-reactivity of pre-existing CD4 
T cell responses at the peptide pool level, we next demonstrate the presence of targeted 
epitopes shared by the UD and HI individuals.  Such evidence is critical to support the 
notion of CD4 T cell clones harboring cross-reactive TCRs that can be boosted by HIV 
antigens.  We observed one HIV negative donor (UD1) responding to 12 individual 
peptides and another HIV negative donor (UD3) responding to 5 individual peptides. The 
cell line generated with a HIV positive donor showed positive responses to 15 individual 
peptides of Gp41. A previous study identified 2 immunogenic peptides in HIV infected 
people (20); we used 3 peptides corresponding to the regions covered by these 2 
immunogenic peptides, 170 (YIKIFIMIVGGLIGL), 171 (FIMIVGGLIGLRIVF) and 173 
(IGLRIVFAVLSIVNR). These 3 peptides were able to induce detectable responses in 
both of our HIV negative donors, suggesting that the core epitopes are within the 
overlapping sequences. 
 
Another studyAn additional study (23) also identified 2 immunogenic peptides in 
HIV-infected individuals that are covered by 2 of our overlapping peptides (170 and 
173).  
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In tThe region spanning the amino acids 749 to 815 of the gp41 protein, was 
immunodominant, indeed within this region we identified 7 peptides, 187 
(VDGFLALIWDDLRSL), 188 (LALIWDDLRSLCLFS), 191 (LFSYHRLRDLLLIVT), 
194 (IVTRIVELLGRRGWE), 198 (LKYWWNLLQYWSQEL), 199 
(WNLLQYWSQELKNSA) and 200 (QYWSQELKNSAVSLL) that were positive in one 
or both of our HIV negative donors. Four of these 7 peptides also elicited a response in 
the HI7 donor. This region and associated peptides represent new epitopes of interest, as 
only one peptide in this region (overlapping peptide 194) has previously been identified 
as eliciting a CD4 T cell response in natural HIV infection (24). In addition, the peptide 
199 was the only peptidethat induce responses from all the donors tested. This may make 
this sequence a good target for incorporation into vaccine immunogens.  
 
In the HI7 donor, one peptide, 144 (QARVLAVERYLKDQQ), shares amino acid 
motives with 5 futher peptides identified by other groups (7 groups in total) as 
immunogenic in HIV-infected people. In particulary one 20-mer 
(VWGIKQLQARVLAVERYLKD) was identified by 3 different groups (25-27). The 
peptide 155 (EIWDNMTWMEWEREI) has a region overlapping a peptide previously 
shown to be immunogenic in infected people (28). The peptide 155 also overlaps 2 other 
peptides that were identified after a CD4 T cell priming of healthy donors (29, 30). 
Despite this, no detectable response was induced by the peptide 155 in either UD1 or 
UD3. The end of the gp41 protein appears to be immunogenic in HIV infected donors as 
7 positive peptides are found between the position 805 and 851. None of these peptides 
produced a positive response in UD. 5 of these 7 peptides overlap with peptide reports in 
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the literature and 2 of them overlap a peptide that was identified when priming cells of 
HIV negative donors (30). The 3 others have an overlapping region with other 
immunogenic peptides identified by different groups in infected people. 
 
Comparing the epitope targeting in UD by our strategy, which primarily detects 
recall memory CD4 T cell response, to in vitro priming with monocytes-derived dendritic 
cells (MDDCs) (22) provides valuable information. The latter study identified a 18-mer 
peptide (ALVSIVNRVRQGYSPLSF) that overlaps 2 of our peptides (173 and 175). This 
18-mer was able to induce responses in HIV negative donors after a CD4 T cell priming 
similar to our cell line generation. The same study also detected this 18-mer peptide in 
donors during acute HIV infection. The response to this peptide is lost during chronic 
infection, which may explain why we did not detect a response for the peptides 173 and 
175 in the HI7 donor, who is chronically infected. 
 
The HIV-specific CD4 T cells that exist in a fraction of seronegative donors could 
be one of the determinants in the wide variability of HIV-specific responses in acute and 
chronic HIV infection.  Should the presence of higher frequencies of pre-existing cross-
reactive HIV-specific CD4 T cells favor larger responses at time of acute infection, it is 
unclear whether this would have a positive or negative impact on disease outcome.  
While CD4 T cell help is key for coordinated development of cellular and humoral 
immunity, HIV-specific CD4 T cells are preferentially infected compared to other 
specificities (31). Although challenging to address in humans, this issue could potentially 
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be addressed in rare cohorts of at-risk individuals that are followed longitudinally pre-and 
post-primary infection. Another potential consequence of these pre-existing responses is 
the modulation of the quality, magnitude and epitope specificity of vaccine-induced CD4 
T cells.  Future studies should thus investigate whether pre-immunization HIV-specific 
responses predict- at least to some extent - the characteristics of the Thelper immunity 
elicited by candidate immunogens.  Finally, these results could impact on the choice of 
epitopes to be incorporated in future design of candidate vaccines. 
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MATERIALS AND METHODS 
Participants and Samples 
Peripheral blood was obtained from HIV-infected and uninfected individuals at the Royal 
Victoria Hospital and the Montreal General Hospital, Montreal, Canada. The study was 
approved by the respective Institutional Review Boards and written informed consent 
was obtained from all study participants prior to enrolment in the study. Leukapheresis 
were acquired as per standard procedures and PBMCs isolated by Ficoll density gradient 
were stored in liquid nitrogen (32).  
CFSE proliferation assay 
All CFSE (5-(and-6)-carboxyfluorescein succinimidyl ester) assays were performed using 
CD8-depleted PBMCs. Cryopreserved PBMC samples were thawed and CD8+ T cells 
depleted using Dynabeads CD8 Positive Isolation kit (Invitrogen) as per manufacturers 
instructions. CD8-depleted PBMCs were rested in RPMI supplemented with 10% human 
AB serum (Sigma) with 5mM HEPES and 0.5% penicillin/streptomycin 30 minutes at 
37°C with 5% CO2 before the CFSE staining. CD8-depleted PBMCs were stained with 
CFSE (2.5mM Invitrogen) during 7 minutes, quenched with HAB serum, washed and 
then resuspended at 1 million/ml in fresh complete medium. CD8-depleted PBMCs were 
stimulated with HIV peptide pools (Gag, Env, Nef or Pol from JPT and gp41 or gp120 
from NIH) at 1µg/ml or with PHA (5µg/ml, Sigma). Following overnight incubation in 
RPMI medium supplemented with 10% (vol/vol) human AB serum (Sigma), cells were 
washed, resuspended in fresh complete medium and incubated for an  additional 6 days. 
Then, CD8-depleted cells were stained with directly-conjugated antibodies against CD3-
V450, CD8-APC-H7, CD25-PE antibodies (BD Biosciences), CD4-APC antibody 
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(Biolegend) and analyzed by flow cytometry on an LSRII (BD Biosciences). The CFSE 
enables the monitoring of the proliferative history of cells: PBMC are originally staining 
with CFSE, which binds to free amine groups on cell proteins. Upon proliferation by cell 
division, CFSE content is halved and CFSE
low
 cells correspond to cell having undergone 
mitosis. Lymphocytes were first defined by FSC-A and SSC-A. CD4 T cells were 
defined by CD4+ T cells after had gate on CD3+ cells.  Positive CD25
+
 CFSE
low
 CD4 T 
cell responses were defined as those at least twice the background in the non-stimulate 
condition and by a response above 1%. Donors with a high non-specific proliferation in 
this assay (defined as >3% in the unstimulated condition) were excluded from further 
analysis. 
CD4 T cell lines generation 
CD8-depleted PBMC were stimulated with the peptide of interest at 1 µg/ml in Xvivo15 
supplemented with 10% HAB medium at a concentration of 4M/ml in FACS tubes. After 
an overnight incubation, cells were washed, resuspended in fresh medium at 2M/ml and 
plated in 24-well plates with 4M CD8-depleted PBMCs per well and incubated for a 
further 2 days. At day 3, recombinant interleukin-2 (IL-2, NIH) was added at 50U/ml. 
Cell lines were maintained by changing the half-medium when necessary or after a 
maximum of 3 days. After 10 to 12 days, the line were assessed for specificity by 
intracellular cytokine staining (ICS) for IFN-γ, TNF-α, CD40L and IL-2 as decribed 
below. Positive cell lines were determined by a specificity at least triple the one in the 
non-stimulate condition and by a specificity above 1%. 
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Intracellular cytokine staining assays 
CD8-depleted PBMCs or CD4 T cell lines were collected, resuspended in complete 
medium (X-vivo or RMPI) then incubated for 6h at 37°C with HIV peptide pools, 
individual HIV peptides or a CMV peptide pool at a final concentration of 0.5µg 
peptide/ml. After 1h of stimulation, monensin and Brelfeldin A (BD Bioscience) were 
added. At least 1 × 10
6
 PBMCs were stained for the response to peptide pools and at least 
3 × 10
5
 PBMCs were stained for the response to individual HIV peptides. Following 
stimulation samples were washed and resuspended in PBS with aquavivid (Invitrogen) 
for 20 minutes to stain the dead cells. Samples were then stained with the following 
antibodies; CD14-V500, CD19-V500, CD4-BV605, CD40L-PE, IFN-γ-PECy7 and TNF-
α-APC (BD Biosciences); CD3-BV650, PD1-BV421 and IL-2-AF488 (Biolegend) and 
CD8-APC-eF780 and CD69-PerCP-eF710 (eBioscience). The phenotyping antibody 
cocktail include the following five (5) markers: CD14, CD19, CD4, CD3 and CD8 and 
was incubate 20 minutes. Cytokines were evaluated by ICS including IL-2, CD40L, IFN-
γ, TNF-α and CD69 and was incubate for 30 minutes. Samples were acquired on an 
LSRII flow cytometer (BD Bioscience). “Fluorescence minus one” (FMO) staining was 
used to define the cutoff for positivity/evaluate fluorescence spillover. Flow Jo (TreeStar 
Version 10) was used for analysis.Lymphocytes were defined by FSC-A and SSC-A; 
dead cells, CD14+ monocytes and CD19+ B cells were excluded. CD4 T cells were 
defined by CD4+ T cells expressing CD3 and/or CD69+ to account for CD3 
downregulation upon activation.  
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Addition of monocytes 
Autologous monocytes were isolated from PBMCs with the EasySep Human Monocyte 
Enrichment Kit without CD16 depletion (Stem Cell) as per manufacturers instructions. 
Monocytes were resuspended at 2 million per ml in Xvivo15 supplemented with 10% 
human AB serum media and pulsed overnight with the gp41 peptide pool at a final 
concentration of 0.5µg/ml or with the gp41 individual peptides at a final concentration of 
10µg/ml. After overnight incubation, monocytes were mixed with the the autologous cell 
line at a ratio of 1:5 (monocyte:cell line). The mix of monocytes and cell line was 
stimulated a second time with the same peptide pool at 0.5µg/ml or individual peptides at 
10µg/ml for a further 6 hr. After 1h monensin (GolgiStop, BD Bioscience) and Brefeldin 
A (GolgiPlug, BD Bioscience) were added. Samples were analysed by ICS as described 
previously. 
 
Statistics 
All statistical analyses were performed in Prism (V6, GraphPad). Non-parametric tests 
were used. For comparison between multiple groups, the Friedman one-way ANOVA  
with Dunn’s multiple comparison post-test was used. For pair-wise analysis , Mann-
Whitney two-tailed test was used. P values under 0.05 were considered significant.
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1. Prevalence and magnitude of proliferative CD4 T cell responses to HIV 
antigens in non-infected donors. A) Example FACS plots of HIV-uninfected donors 
with proliferative responses to HIV antigens in 7-day CFSE assays. The percentage of 
CFSE
low
CD25+ cells is indicated in the upper left cadran of each plot. NS: non-
stimulated control.  PHA: phytohemagglutin-stimulated positive control. BC) Magnitudes 
of HIV-specific proliferative CD4 T cell responses for the different antigens (HIV 
peptide pools) after substraction of unstimulated background proliferation B) for HIV-
negative donors (UD, n=18) and C) for HIV-infected subjects (HI, n=56). Note that the 
scale is not the same for both cohorts. The median include negative and positive 
responses. D) Comparative magnitude (median± interquartile range) of proliferative 
responses to HIV antigens in all subjects examined (UD :blue bars; HI: red bars). E) 
Prevalence of positive HIV-specific proliferative CD4 T cell responses for the HIV 
antigens tested. A response is considered positive when the net response is above 1% and 
when the raw data is at least twice that of the NS condition. Positive responses by these 
criteria are represented by closed symbols and negative responses by open symbols in B) 
and C). Statistics shown are Friedman test followed by Dunn's multiple comparisons 
(BC) and Mann-Whitney comparisons between UD and HI for each antigen (D). 
Statistically significant differences are shown.  * p<0.05%; ** p<0.01%;***p<0.001%; 
****p<0.0001%. See also Fig S2. 
Figure 2. Functionality of Env gp41-specific short-them CD4 T cell lines derived 
from uninfected donors is dominated by TNF and CD40L. A) CD8-depleted PBMCs 
were cultured after stimulation with a gp41 peptide pool for subject UD3 and HI7 or gag 
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peptide pool for subject UD18, and IL-2 was added at day 3. After 12 days the cells were 
washed, rested for 24h in a medium devoided of supplemental IL-2, and ICS performed 
on cells either restimulated with the gp41 pool, gag pool or left unstimulated. Flow 
cytometry plots represent expression patterns of CD69, TNF-α, CD40L, IFN-γ and IL-2 
in the CD4+ T cells after a 6h restimulation. Numbers correspond to percentage of cells 
in each gates. B) Production of CD40L, TNF-α, IFN-γ and IL-2 in CD4+ T cell lines 
from uninfected donors and C) from infected donors, after substraction of the 
background, using the same experimental approach. 
Figure 3. HIV-specific CD4 T cell responses in uninfected donors are dominated by 
TNF-α and CD40L secretion. AD) Pie chart representation of the production of TNF-α, 
CD40L and IFN-γ by CD4 T cells from HIV-specific cell lines with the proportion of 
triple, double and single positive cells for each marker measured by ICS after a 6h 
stimulation (A) Cell lines from five HIV negative donors; (D) cell lines from three HIV-
infected subjects.  Patient's code and HIV antigen used are indicated below charts. BE) 
Fraction of total antigen-specific CD4 T cells (expressing any of the three markers) that 
express or do not express IFN-γ in HIV negative donors (B) and HIV positive donors (E). 
CF) Summary of polyfunctionality of HIV cell lines for HIV negative donors (C) and for 
HIV infected subjects (F). One function represent single positive cells for TNF-α, CD40L 
or IFN-γ, 2 functions represent the double positive cells and 3 functions represent the 
triple positive cells. G) Pie chart representation of cytokine production by CMVpp65 cell 
lines generated with 3 HIV negative donors. UD1 and UD3 are seropositive for CMV and 
UD10 is CMV seronegative.  Statistical analyses Mann-Whitney test was applied for B) 
and Friedman test with Dunn's posttest for C). 
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Figure 4. Functional affinity of HIV-specific responses in CD4 T cell lines derived 
from uninfected donors is variable and can be improved by enhanced antigen 
presentation.  Gp41-specific CD4 T cell lines were derived from uninfected donors UD1 
and UD3 and HIV-infected subject HI7 and assessed at day 12.  A-F)  6-h ICS for three 
different markers (TNF-α, CD40L and IFN-γ) with corresponding dose-response curves 
according to Gp41 peptide pool concentration (A, C, E) and derived IC50 (B, D, F).   
GH) Net responses obtained for each marker in a 6h ICS assay (gp41 concentration: 0.5 
mg/mL/peptide) with and without monocyte addition at a ratio of 1 monocyte: 5 CD4 T 
cell for donor UD3 (G) and donor UD1 (H).  Four-parameter sigmoid dose-response 
curves (allowing for variable slope) were fitted onto the net values, with calculation of 
half-maximal effective dose (EC50) and corresponding 95% confidence interval 
(95%CI).   
Figure 5. Individual peptide recognition by CD4 T cells across the entire Env Gp41 
protein in HIV infected and uninfected donors. AB) Gp41 epitope mapping for 2 HIV 
negative donors, A) UD1 and B) UD3. C) Gp41 epitope mapping for the HIV positive 
donor HI7. The horizontal axis represent the 87 overlapping peptides spanning the Gp41 
protein and the vertical axis represent the net percentage of specific response to each 
individual peptide. The specific response is determined as the net production of CD40L, 
TNF-α and/or IFN-γ mesured by ICS after a 6h stimulation. Amino acid sequences are 
indicated for robust responses (>2% net).  Square boxes highlight peptides targeted in 
more than one individual. 
Supplemental Figure 1. Gating Strategy. A) Gating strategy for the CFSE proliferation 
assay, starting at the left. The CFSE vs CD25 plot was analysed on the CD4+CD8- 
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population. B) Gating strategy for the analysis of cytokine secretion by the cell lines. 
TNF-a, IFN-g, CD40L and IL-2 were analysed on the CD4+ population. 
Supplemental Figure 2. Prevalence and Magnitude of HIV-specific proliferative 
CD4 T cell responses in chronically infected individuals. A) CFSE proliferation assay 
of 7 days from CD8-depleted PBMCs following different stimulations or non-stimulated 
(NS) for an HIV positive donor. The pourcentage of CFSE
low
CD25+ cells is indicated in 
the upper left cadran of each plot. B) Magnitudes of proliferative HIV specific CD4 T 
cell responses for the different stimulations after substraction of background for HIV 
untreated donors, C) HIV treated donors and D) HIV elite controller donors. E) 
Magnitudes of proliferative HIV specific CD4 T cell responses in HIV negative donors 
for the different stimulations after substraction of background for CMV positive donors   
and F) CMV negative donors. G) Magnitudes of proliferative HIV specific CD4 T cell 
response in HIV negative donors for any of the 4 HIV antigen stimulations after 
substraction of background for CMV+ and CMV- HIV negative donors. H) Magnitudes 
of proliferative CMV specific CD4 T cell responses for the different stimulations after 
substraction of background for HIV negative donors and I) HIV positive donors. J) 
Magnitudes of proliferative CMV specific CD4 T cell responses for the different 
stimulations after substraction of background for CMV- donors.  A response is 
considered positive when the net response is above 1% and when the raw data is at least 
twice that of the NS condition. For each donor, proliferation against PHA was also test 
and all the donors showed a proliferation. 
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Supplemental Figure 3. Enhanced antigen presentation does not improve 
responsiveness of  HIV-specific CD4 T cell lines in infected donors.  Gp41-specific 
CD4 T cell line was derived from HIV-infected subject HI7 and assessed at day 12.  A)  
Net responses obtained for each marker in a 6h ICS assay (gp41 concentration: 0.5 
mg/mL/peptide) with and without monocyte addition at a ratio of 1 monocyte: 5 CD4 T 
cell for donor HI7. 
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b o t h  c o h o r t s .  T h e  m e d i a n  i n c l u d e  n e g a t i v e  a n d  p o s i t i v e  r e s p o n s e s . D ) C o m p a r a t i v e  m a g n i t u d e  ( m e d i a n   i n t e r q u a r t i l e
r a n g e )  o f  p r o l i f e r a t i v e  r e s p o n s e s  t o  H I V  a n t i g e n s  i n  a l l  s u b j e c t s  e x a m i n e d  ( U D  : b l u e  b a r s ;  H I :  r e d  b a r s ) . E ) P r e v a l e n c e
o f  p o s i t i v e  H I V - s p e c i f i c  p r o l i f e r a t i v e  C D 4  T  c e l l  r e s p o n s e s  f o r  t h e  H I V  a n t i g e n s  t e s t e d .  A  r e s p o n s e  i s  c o n s i d e r e d
p o s i t i v e  w h e n  t h e  n e t  r e s p o n s e  i s  a b o v e  1 %  a n d  w h e n  t h e  r a w  d a t a  i s  a t  l e a s t  t w i c e  t h a t  o f  t h e  N S  c o n d i t i o n .  P o s i t i v e
r e s p o n s e s  b y  t h e s e  c r i t e r i a  a r e  r e p r e s e n t e d  b y  c l o s e d  s y m b o l s  a n d  n e g a t i v e  r e s p o n s e s  b y  o p e n  s y m b o l s  i n B )  a n d
C ) .  S t a t i s t i c s  s h o w n  a r e  F r i e d m a n  t e s t  f o l l o w e d  b y  D u n n 's  m u l t i p l e  c o m p a r i s o n s ( B C )  a n d  M a n n - W h i t n e y  c o m p a r i s o n s
b e t w e e n  U D  a n d  H I  f o r  e a c h  a n t i g e n ( D ) .  S t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  a r e  s h o w n .   *  p < 0 . 0 5 % ;  * *
p < 0 . 0 1 % ; * * * p < 0 . 0 0 1 % ;  * * * * p < 0 . 0 0 0 1 % .  S e e  a l s o  F i g  S 2 .
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F i g u r e  2 .  F u n c t i o n a l i t y  o f  E n v  g p 4 1 - s p e c i f i c  s h o r t - t h e m  C D 4  T  c e l l  l i n e s  d e r i v e d  f r o m  u n i n f e c t e d  d o n o r s  i s
d o m i n a t e d  b y  T N F  a n d  C D 4 0 L .  A )  C D 8 - d e p le t e d  P B M C s  w e r e  c u l t u r e d  a f t e r  s t im u la t io n  w i t h  a  g p 4 1  p e p t id e  p o o l
f o r  s u b je c t  U D 3  a n d  H I 7  o r  g a g  p e p t id e  p o o l  f o r  s u b je c t  U D 1 8 ,  a n d  I L - 2  w a s  a d d e d  a t  d a y  3 .  A f t e r  1 2  d a y s  t h e  c e l ls
w e r e  w a s h e d ,  r e s t e d  f o r  2 4 h  in  a  m e d iu m  d e v o id e d  o f  s u p p le m e n t a l  I L - 2 ,  a n d  I C S  p e r f o r m e d  o n  c e l l s  e i t h e r
r e s t im u la t e d  w i t h  t h e  g p 4 1  p o o l ,  g a g  p o o l  o r  le f t  u n s t im u la t e d .  F lo w  c y t o m e t r y  p lo t s  r e p r e s e n t  e x p r e s s i o n  p a t t e r n s  o f
C D 6 9 ,  T N F -  ,  C D 4 0 L ,  I F N -   a n d  I L - 2  i n  t h e  C D 4 +  T  c e l l s  a f t e r  a  6 h  r e s t im u l a t i o n .  N u m b e r s  c o r r e s p o n d  t o
p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  e a c h  g a t e s . B ) P r o d u c t io n  o f  C D 4 0 L ,  T N F -  ,  I F N -   a n d  I L - 2  in  C D 4 +  T  c e l l  l i n e s  f r o m
u n i n f e c t e d  d o n o r s  a n d C )  f r o m  in f e c t e d  d o n o r s ,  a f t e r  s u b s t r a c t i o n  o f  t h e  b a c k g r o u n d ,  u s in g  t h e  s a m e  e x p e r im e n t a l
a p p r o a c h .
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F i g u r e  3 .  H I V - s p e c i f i c  C D 4  T  c e l l  r e s p o n s e s  i n  u n i n f e c t e d  d o n o r s  a r e  d o m i n a t e d  b y  T N F -   a n d  C D 4 0 L
s e c r e t i o n .  A D ) P i e  c h a r t  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  p r o d u c t i o n  o f  T N F -  ,  C D 4 0 L  a n d  I F N -   b y  C D 4  T  c e l l s  f r o m  H I V - s p e c i f i c
c e l l  l i n e s  w i t h  t h e  p r o p o r t i o n  o f  t r i p l e ,  d o u b l e  a n d  s i n g l e  p o s i t i v e  c e l l s  f o r  e a c h  m a r k e r  m e a s u r e d  b y  I C S  a f t e r  a  6 h
s t i m u l a t i o n ( A ) C e l l  l i n e s  f r o m  f i v e  H I V  n e g a t i v e  d o n o r s ; ( D )  c e l l  l i n e s  f r o m  t h r e e  H I V - i n f e c t e d  s u b j e c t s .   P a t i e n t ' s  c o d e  a n d
H I V  a n t i g e n  u s e d  a r e  i n d i c a t e d  b e l o w  c h a r t s . B E )  F r a c t i o n  o f  t o t a l  a n t i g e n - s p e c i f i c  C D 4  T  c e l l s  ( e x p r e s s i n g  a n y  o f  t h e
t h r e e  m a r k e r s )  t h a t  e x p r e s s  o r  d o  n o t  e x p r e s s  I F N -   i n  H I V  n e g a t i v e  d o n o r s ( B )  a n d  H I V  p o s i t i v e  d o n o r s ( E ) . C F ) S u m m a r y
o f  p o l y f u n c t i o n a l i t y  o f  H I V  c e l l  l i n e s  f o r  H I V  n e g a t i v e  d o n o r s ( C )  a n d  f o r  H I V  i n f e c t e d  s u b j e c t s ( F ) .  O n e  f u n c t i o n  r e p r e s e n t
s i n g l e  p o s i t i v e  c e l l s  f o r  T N F -  ,  C D 4 0 L  o r  I F N -  ,  2  f u n c t i o n s  r e p r e s e n t  t h e  d o u b l e  p o s i t i v e  c e l l s  a n d  3  f u n c t i o n s  r e p r e s e n t
t h e  t r i p l e  p o s i t i v e  c e l l s . G ) P i e  c h a r t  r e p r e s e n t a t i o n  o f  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  b y  C M V p p 6 5  c e l l  l i n e s  g e n e r a t e d  w i t h  3  H I V
n e g a t i v e  d o n o r s .  U D 1  a n d  U D 3  a r e  s e r o p o s i t i v e  f o r  C M V  a n d  U D 1 0  i s  C M V  s e r o n e g a t i v e .   S t a t i s t i c a l  a n a l y s e s
M a n n - W h i t n e y  t e s t  w a s  a p p l i e d  f o r B )  a n d  F r i e d m a n  t e s t  w i t h  D u n n ' s  p o s t t e s t  f o r C ) .
C M V  s e r o p o s i t i v e
d o n o r s
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F i g u r e  4 .  F u n c t i o n a l  a f f i n i t y  o f  H I V - s p e c i f i c  r e s p o n s e s  i n  C D 4  T  c e l l  l i n e s  d e r i v e d  f r o m  u n i n f e c t e d  d o n o r s  i s
v a r i a b l e  a n d  c a n  b e  i m p r o v e d  b y  e n h a n c e d  a n t i g e n  p r e s e n t a t i o n . G p 4 1 - s p e c i f i c  C D 4  T  c e l l  l i n e s  w e r e  d e r i v e d
f r o m  u n i n f e c t e d  d o n o r s  U D 1  a n d  U D 3  a n d  H I V - i n f e c t e d  s u b j e c t  H I 7  a n d  a s s e s s e d  a t  d a y  1 2 . A - F ) 6 - h  I C S  f o r  t h r e e
d i f f e r e n t  m a r k e r s  ( T N F -  ,  C D 4 0 L  a n d  I F N -  )  w i t h  c o r r e s p o n d i n g  d o s e - r e s p o n s e  c u r v e s  a c c o r d i n g  t o  G p 4 1  p e p t i d e  p o o l
c o n c e n t r a t i o n  ( A ,  C ,  E )  a n d  d e r i v e d  I C 5 0  ( B ,  D ,  F ) .  G H )  N e t  r e s p o n s e s  o b t a i n e d  f o r  e a c h  m a r k e r  i n  a  6 h  I C S  a s s a y
( g p 4 1  c o n c e n t r a t i o n :  0 . 5  g  m L  p e p t i d e )  w i t h  a n d  w i t h o u t  m o n o c y t e  a d d i t i o n  a t  a  r a t i o  o f  1  m o n o c y t e :  5  C D 4  T  c e l l  f o r
d o n o r  U D 3 ( G )  a n d  d o n o r  U D 1 ( H ) .   F o u r - p a r a m e t e r  s i g m o i d  d o s e - r e s p o n s e  c u r v e s  ( a l l o w i n g  f o r  v a r i a b l e  s l o p e )  w e r e
f i t t e d  o n t o  t h e  n e t  v a l u e s ,  w i t h  c a l c u l a t i o n  o f  h a l f - m a x i m a l  e f f e c t i v e  d o s e  ( E C 5 0 )  a n d  c o r r e s p o n d i n g  9 5 %  c o n f i d e n c e
i n t e r v a l  ( 9 5 % C I ) .
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F i g u r e  5 .  I n d i v i d u a l  p e p t i d e  r e c o g n i t i o n  b y  C D 4  T  c e l l s  a c r o s s  t h e  e n t i r e  E n v  G p 4 1  p r o t e i n  i n  H I V  i n f e c t e d
a n d  u n i n f e c t e d  d o n o r s .  A B ) G p 4 1  e p i t o p e  m a p p in g  f o r  2  H I V  n e g a t i v e  d o n o r s , A )  U D 1  a n d B )  U D 3 . C ) G p 4 1
e p i t o p e  m a p p in g  f o r  t h e  H I V  p o s i t i v e  d o n o r  H I 7 .  T h e  h o r iz o n t a l  a x is  r e p r e s e n t  t h e  8 7  o v e r la p p in g  p e p t id e s  s p a n n in g
t h e  G p 4 1  p r o t e in  a n d  t h e  v e r t i c a l  a x is  r e p r e s e n t  t h e  n e t  p e r c e n t a g e  o f  s p e c i f i c  r e s p o n s e  t o  e a c h  in d iv id u a l  p e p t id e .
T h e  s p e c i f i c  r e s p o n s e  i s  d e t e r m in e d  a s  t h e  n e t  p r o d u c t i o n  o f  C D 4 0 L ,  T N F -   a n d / o r  I F N -   m e s u r e d  b y  I C S  a f t e r  a
6 h  s t i m u l a t i o n .  A m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  a r e  i n d i c a t e d  f o r  r o b u s t  r e s p o n s e s  ( > 2 %  n e t ) .   S q u a r e  b o x e s  h i g h l i g h t
p e p t id e s  t a r g e t e d  in  m o r e  t h a n  o n e  in d iv id u a l .
A
B
C
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Table 1. Baseline characteristics of HIV-negative subjects and identification of robust HIV-specific 
proliferative CD4 T cell responses 
  
Donor Gender Age CD4 count 
CMV 
Status 
Gag 
proliferative 
response (%) 
# 
Env 
proliferative 
response (%) 
# 
Nef  
proliferative 
response (%) 
# 
Pol  
proliferative 
response (%) 
# 
HLA-DRB1 
UD1 M 63 448 + 3,43   1,64 4,19 13:01/16:01 
UD2 M 23 451 - 1,68     3,24 13:02/13:02 
UD3 F 37 1097 +   5,36 5,48   04:01/15:01 
UD4 M 59 882 -     2,41   01:01/11:04 
UD5 M 58 271 -         04:01/13:01 
UD6 M 39 1400 +         13:03/15:03 
UD7 M 66 599 +         03:01/07:01 
UD8 M 22 445 -         04:01/13:02 
UD9 M 55 518 +         03:01/16:01 
UD10 M 62 827 - 7,52   1,53 4,64 03:01/09:01 
UD11 M 62 789 +   1   1,39 03:01/03:01 
UD12 F 37 705 +         01:01/15:01 
UD13* M 51 922 -         03:01/13:01 
UD14* M 70 771 +         13:02/16:01 
UD15 F 44 754 -         01:01/16:01 
UD16 M 27 1368 + 1,17     1,01 01:01/15:01 
UD17 M 43 1053 - 2,04       03:01/15:01 
UD18 F 39 1488 - 2,81 2,74     07:01/13:01 
Median 
78% 
male 
47 (22-
70) 
780 (271-
1488) 
50% 
positive 
          
                    
 
 
 
 
 
*at higher risk for exposition to HIV (unprotected sexual intercourse with an HIV-infected partner)
 # Net proliferation, defined as  %CFSElow CD4 T cells [HIV Ag]- %CFSE low CD4 T cells [No Ag]
 # Indicated only if net proliferation considered robust, i.e.  Net proliferation> 1% and net proliferation > 2* 
background (%CFSE low CD4 T cells [No Ag])
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Table 2. Baseline characteristics of the HIV positive subjects in our cohort   
 
Donor Gender Age ART status Subject category* CD4 count Viral load CMV Status HLA-DRB1 
HI1 M 59 No EC 672 < 40 + 03:01/13:02 
HI2 F 51 No EC 434 < 40 + 13:01/15:01 
HI3 F 35 No EC 369 < 40 + 12:01/13:01 
HI4 F 47 No EC 744 < 40 + 04:04/15:01 
HI5 F 31 On EC 708 < 40 + 01:01/07:01 
HI6 F 40 No EC 700 < 40 +   
HI7  M 42 On ART-treated 779 < 40 + 03:01/15:01 
HI8 M 19 On ART-treated 708 < 40 + 01:02/11:02 
HI9 M 51 On ART-treated 533 < 40 + 01:01/08:01 
HI10 M 56 On ART-treated 865 < 40 +   
HI11 M 61 On ART-treated 499 < 40 - 13:02/13:02 
HI12 M 58 On ART-treated 728 < 40 - 01:01/13:01 
HI13 M 43 On ART-treated 793 < 40 + 13:02/14:02 
HI14 M 38 On ART-treated 1091 < 40 + 04:07/15:01 
HI15 M 59 On ART-treated 843 < 40 +   
HI16 M 63 On ART-treated 782 < 40 + 04:03 or 04:04/15:01 
HI17 M 51 On ART-treated 941 < 40 + 07:01/11:01 
HI18 M 58 On ART-treated 563 < 40 + 13:01/15:01 
HI19 M 31 On ART-treated 1009 < 40 + 04:04/07:01 
HI20 M 55 On ART-treated 536 < 40 + 07:01/16:01 
HI21 M 58 On ART-treated 577 < 40 + 11:01/13:01 
HI22 M 46 On ART-treated 503 < 40 -   
HI23 M 50 On ART-treated 1110 < 40 + 07:01/15:01 
HI24 M 48 On ART-treated 395 < 40 + 08:01/11:04 
HI25 M 46 On ART-treated N/A† < 40 + 08:02/12:01 
HI26 M 55 On ART-treated 372 < 40 - 03:01/03:01 
HI27 M 35 On ART-treated 542 < 40 + 03:01/07:01 
HI28 M 42 On ART-treated 453 68 + 07:01/11:04 
HI29 M 55 On ART-treated 398 74 - 07:01/14:01 
HI30 M 52 On ART-treated 333 < 40 + 11:01/13:02 
HI31 M 45 On ART-treated 123 100 + 07:01/13:01 
HI32 M 51 On ART-treated 158 < 40 + 03:01/15:01 
HI33 M 31 On ART-treated 394 49 + 11:01/11:04 
HI34 M 24 On ART-treated 394 < 40 - 08:03/15:01 
HI35 M 58 On ART-treated 278 < 40 + 07:01/15:01 
HI36 M 44 On ART-treated 403 < 40 + 03:02/15:01 
HI37 M 47 On ART-treated 356 < 40 + 04:01/15:01 
HI38 M 70 On ART-treated 381 < 40 + 03:01/04:04 
HI39 M 58 On ART-treated 619 < 40 +   
HI40 M 56 On ART-treated 677 < 40 +   
HI41 M 28 On ART-treated 694 < 40 + 04:07/07:01 
HI42 M 48 No UNT 416 15250 + 03:01/07:01 
HI43 M 45 No UNT 228 73109 + 07:01/13:01 
HI44 M 43 No UNT 356 193437 + 08:03/11:02 
HI45 M 22 No UNT 329 19067 + 11:01/11:01 
HI46 M 47 No UNT 186 17902 + 04:05/11:02 
HI47 M 25 No UNT 404 2738 + 08:01/15:01 
HI48 M 34 No UNT 300 1000000 + 03:02/11:02 
HI49 M 38 No UNT 138 14614 + 14:02/14:06 
HI50 M 41 No UNT 406 6671 + 11:01:01/13:03 
HI51 M 38 No UNT 320 132886 + 04:06/08:01 
HI52 M 38 No UNT 1036 6235 + 04:04/07:01 
HI53 M 24 No UNT 971 16316 + 04:03/12:01 
HI54 M 47 No UNT 492 39489 + 03:01/03:01 
HI55 M 22 No UNT 597 35859 + 04:02/15:01 
HI56 M 40 No UNT 571 6678 +   
HI57 M 50 No UNT 383 79043 + 03:01/03:01 
HI58 M 22 No UNT 750 286 + 11:01/13:02 
HI59 M 46 No UNT 504 667 + 03:01/04:04 
median 92% male 46 (19-70) 61% on   
503 (123-
1110) 
40 (40-1000000) 90% positive   
*Subject category: EC (elite controller), UNT (untreated progressor) and VC (viremic controller)   
† N/A non-available             
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peptide 
number
HXB2 
location of 
gp160
Sequence
UD1 
(EG1148)
UD3 
(FM1317)
HI7 
(MM1205)
response in literature Reference sequence tested*
Type of 
peptide set
125 501-515 AKRRVVQREKRAVGI x
129 517-531 AMFLGFLGAAGSTMG x
137 549-563 VQQQNNLLRAIEAQQ x
immunogenic in infected 
people
Wahren 1989 GIVQQQNNLLRAIEA 15 mer
detection in 5% of infected 
people
Buggert 2012 GIKQLQARVLAVERY 15 mer
immunogenic in infected 
people
Malhotra 2003, Kloverpris 
2009, Roman 2013
VWGIKQLQARVLAVERYLKD 20 mer
immunogenic in infected 
people
Schrier 1989 RILAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLIC 25 mer
detection in healthy donor 
who received a DNA 
vaccine and a rAd5 boost
Koup 2010 LTVWGIKQLQARVLAGIKQLQARVLAVERY 30 mer
detection in 12% of 
infected people
Ranasinghe 2012 GIKQLQARVLAVERYLK 17 mer
immunogenic for priming 
HIV- donors
Cohen 2006 EQIWNHTTWMEWDRE 15 mer
immunogenic for priming 
HIV- donors
Manca 1995 WSNKSLEDIWDNMTWC 15 mer
immunogenic in infected 
people
Wahren 1989 IKLFIMIVGGLVGLR 15 mer
immunogenic in infected 
people
DeGroot 2005 IVGGLIGLRIVFAVLSIVNRVRQ 23 mer
detection in 2,5% of 
infected people
Buggert 2012 RTFIMIVGGLIGLRI 15 mer
171 685-699 FIMIVGGLIGLRIVF x
detection in 2,5% of 
infected people
Buggert 2012 RTFIMIVGGLIGLRI 15 mer
detection in 5% of infected 
people
Buggert 2012 FVVLSIVNRVRQGYS 15 mer
immunogenic in infected 
people
DeGroot 2005 RIVFAVLSIVNRVRQGYSPLSFQ 23 mer
immunogenic in infected 
people
DeGroot 2005 IVGGLIGLRIVFAVLSIVNRVRQ 23 mer
priming of HIV- donors and 
detected in acute infection 
(lost in chronic infection)
LubongSabado 2009 ALVSIVNRVRQGYSPLSF 18 mer
175 701-715 VLSIVNRVRQGYSPL x
priming of HIV- donors and 
detected in acute infection 
(lost in chronic infection)
LubongSabado 2009 ALVSIVNRVRQGYSPLSF 18 mer
177 709-723 RQGYSPLSFQTRLPA x
182 729-743 RPEGIEEEGGERDRD x x
immunogenic in infected 
people
Schrier 1989 GIEEEGGERDRDR 13 mer
187 749-763 VDGFLALIWDDLRSL x
188 753-767 LALIWDDLRSLCLFS x
191 765-779 LFSYHRLRDLLLIVT x x
194 777-791 IVTRIVELLGRRGWE x x
immunogenic in infected 
people
Fonseca 2006 RDLLLIVTRIVELLGR 16 mer
198 793-807 LKYWWNLLQYWSQEL x x
199 797-811 WNLLQYWSQELKNSA x x x
200 801-815 QYWSQELKNSAVSLL x
201 805-819 QELKNSAVSLLNATA x
202 809-823 NSAVSLLNATAIAVA x
203 813-827 SLLNATAIAVAEGTD x
immunogenic for priming 
HIV- donors
Manca 1995 WLNATAIAVTEGTDRC 16 mer
204 817-831 ATAIAVAEGTDRVIE x
immunogenic for priming 
HIV- donors
Manca 1995 WLNATAIAVTEGTDRC 16 mer
205 821-835 AVAEGTDRVIEVVQR x
immunogenic in infected 
people
Caruso 1997 YVAEGTDRVIEVVQGACR 18 mer
immunodominant in highly 
expose HIV- and detect in 
infected childrens
Maddows-Taylor 2004, 
Clerici 1994, Pinto 1995 
and Kaul 1999
DRVIEVVQGAYRAIR 15 mer
immunogenic in infected 
people
Caruso 1997 YVAEGTDRVIEVVQGACR 18 mer
209 837-851 CRAILHIPRRIRQGL x
immunogenic in infected 
people
Berzofsky 1991 AIRHIPRRIRQGLER 15 mer
x144 577-592 QARVLAVERYLKDQQ
YIKIFIMIVGGLIGL x
155 621-635 EIWDNMTWMEWEREI x
170 681-695
Peptides that show a response for CD40L, TNFα and/or IFNγ were identified for the 3 donors.
The Positivity criteria requires the net response to be higher than the background for the same cytokine (CD40L, TNFα or IFNγ) and to be at least 1%.
* sequence overlapping with our peptide are shown in bold
Table 4. HIV negative individuals target some immunodominant epitopes shared with infected people 
x
173 693-707 IGLRIVFAVLSIVNR x x
206 825-839 GTDRVIEVVQRACRA
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Discussion 
Notre hypothèse suggérait l’existance de lymphocytes T CD4 spécifiques au VIH-
1chez une minorité substantielle de donneurs séronégatifs. Nous avons bel et bien identifié des 
cellules T CD4 fonctionnelles spécifiques au VIH chez 55% des donneurs VIH négatifs 
présents dans notre cohorte. Nous avons établi la proportion d’individus séronégatifs arborant 
de telles cellules spécifiques pour différents antigènes du VIH (Gag, Env, Nef et Pol) à l’aide 
d’expériences de prolifération de type CFSE. Ce type d’analyse s’avère efficace pour détecter 
les réponses fonctionnelles à la suite d’une interaction entre le TCR et le complexe 
comprenant le CMH de classe II et le peptide. Il permet également de détecter de faibles 
réponses par sa sensibilité. 33%des individus séronégatifs ont démontré des réponses nettes > 
1% contre l’antigène Gag. Les magnitudes provenant des réponses des donneurs VIH négatifs 
étant plus faibles, elles engendrent un plus faible pourcentage de réponse proliférative robuste 
chez les individus VIH négatifs. Il est important de noter que, malgré ces différences, la 
proportion de réponse proliférative robuste est similaire entre les deux groupes dans le cas de 
la protéine Env du VIH. La proportion de donneurs VIH séropositifs montrant une 
prolifération robuste en réponse à l’antigène Env est de 31%, ce qui est relativement près de 
celle observée chez les donneurs VIH négatifs (17%). Ceci est comparable à l’étude vaccinale 
RV144 où la lymphoprolifération contre l’antigène Env est de 24% (124). Ces haut taux de 
prolifération contre Env chez les donneurs non-infectés montrent que des précurseurs de 
cellules T CD4 spécifiques à l’enveloppe du VIH ne  sont pas rares, comme d’autre travaux 
l’ont également démontré (119). Les deux groupes n’ont pas le même profil 
d’immunodominance, les quatre antigènes testés sont reconnus en proportion similaire par les 
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sujets VIH négatifs avec une légère immunodominance pour Gag, tandis que chez les sujets 
VIH positifs une immunodominance marquée contre Gag est observée. Cette dominance de 
Gag est très bien décrite dans la littérature (59, 81, 125). En somme, ces résultats de 
prolifération CFSE concordents avec les résultats obtenus par l’utilisation de tétramères de 
classe II étant normalement employée (86, 119). De plus, cette méthode moins couteuse 
permet l’analyse d’un plus grand nombre de donneurs, car elle n’est pas limitée par la 
disponibilité des tétramères de classe II pour des antigènes de leucocytes humains (HLA) 
précis. 
Nous avons par la suite  investigué si ces réponses de la part des cellules T CD4 
spécifique au VIH étaient détectables par l’augmentation de la production de cytokines à 
l’aide d’un marquage intracellulaire. Les cytokines communément utilisées dans le suivi des 
individus infectés par le VIH et les personnes ayant reçu un vaccin candidat contre le VIH ont 
été utilisées. Il s’agit de l’IFN-γ, du TNF-α, du CD40L et de l’IL-2. Seulement de très faibles 
productions de ces cytokines ont pu être observées chez une minorité d’individus non-infectés. 
Ces expérimentations ont été effectuées à l’aide d’une stimulation pour marquage 
intracellulaire (ICS) de 6h que nous utilisons fréquemment dans le laboratoire. À la suite des 
résultats, nous pensons que 6h de stimulation n’est peut-être pas assez pour ce type de 
réponses. Puisqu’il s’agit de réponses provenant de réactions croisées, et donc de plus faible 
affinité, une étude de cinétique devra être effectuée afin de déterminer la durée optimale pour 
ce type de réponses. D’autres membres du laboratoire ont mis au point un protocol 
comprenant une stimulation de 18h. Des essais pour ce protocole ont démontré une meilleure 
détection des réponses de faible magnitude comparativement au marquage ICS. Ce protocole 
permet l’identification des réponses immunitaires par l’observation de l’augmentation de 
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l’expression de marqueurs d’activation cellulaire à la surface des cellules. Cette stimulation de 
18h comprend l’analyse du CD69, du CD40L, du OX40 et du CD25, et pourrait  laisser plus 
de temps pour le développement de la réponse s’il y en a une. Les réponses seront analysées 
selon la fréquence de cellules CD69+CD40L+ et de cellules OX40+CD25+. Contrairement à 
la stimulation ICS de 6h, dans ce protocole, le CD40L est marqué à la surface des cellules, 
puisqu’un anticorps liant le CD40 bloque l’interaction de ce dernier avec le CD40L et 
empêche ainsi son internalisation dans la cellule.  
Nous avons également démontré par la production de CD40L et de TNF-α que ces 
cellules T CD4 sont spécifiques à l’antigène pour lequel elles ont été conditionnées. Nous 
nous sommes concentrés davantage sur la génération de lignées cellulaires spécifique à la 
protéine Gp41 de l’enveloppe du VIH, car plusieurs anticorps neutralisants ont pour cible cette 
protéine. Les cellules T CD4 reconnaissant spécifiquement la protéine Gp41 sont donc 
intéressantes à étudier en vue du développement d’un vaccin, puisque ce sont elles qui vont 
procurer l’aide nécessaire aux cellules B pour le développement des anticorps. Les cellules T 
possèdent également une plus grande affinité pour cette sous-unité de l’enveloppe, et donc la 
spécificité en est meilleure.  
Parmis nos hypothèses, nous avions ensuite postulé que les réponses spécifiques au 
VIH chez les donneurs séronégatifs étaient générées en réaction à d’autres agents pathogènes, 
présentant une réactivité croisée avec les protéines du VIH, mais présentant des différences 
fonctionnelles significatives avec celles de patients infectés. Notre théorie sur le sujet est que 
ces réponses sont des réponses de type mémoire. Cela reste cependant à être confirmer à l’aide 
d’une expérience de tri cellulaire. La génération de lignées cellulaires, provenant de sujets 
VIH positifs et négatifs, ainsi qu’un marquage de type ICS, nous a permis de comparer le 
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profil fonctionnel des cellules des deux groupes. En analysant le profil d’expression de 
cytokines des cellules spécifiques au VIH, nous avons remarqué que la majorité des cellules 
antigènes spécifiques pour chaque donneur VIH séronégatif était soit simple positive pour 
CD40L, soit TNF-α. Une proportion de cellules TNF-α+CD40L+ était également présente. 
L’observation la plus importante émanant de ces résultats est la faible production d’IFN-γ, 
autant chez les cellules T CD4 simples positives que chez les cellules doubles positives IFN-
γ+TNF-α+ ou IFN-γ+CD40L+ spécifiques au VIH chez les donneurs séronégatifs. Les cellules 
triples positives (IFN-γ+TNF-α+CD40L+) ne sont pas présentes en grand nombre non plus. 
Cette observation a également été notéepar un groupe de chercheurs ayant effectué une étude 
sur le vaccin MVA-B contre le VIH. Chez les individus vaccinés, lors de la stimulation des 
cellules,  celles produisant une cytokine prévalent sur celles possédant deux fonctions ou plus 
(4).  
La génération d’une lignée cellulaire spécifique à la protéine pp65 du cytomégalovirus 
(CMVpp65), à partir d’un individu sain CMV séronégatif, a permis de démontrer que le profil 
montrant une faible production d’IFN-γ s’applique à toutes cellules spécifiques pour un virus 
donné retrouvées chez les donneurs non-infectés par ce même virus. La génération de lignées 
cellulaires CMVpp65 nous a également permis d’identifier une différence fonctionnelle 
majeure : les cellules T CD4 spécifiques pour un virus chez des individus séropositifs 
présentent une meilleure polyfonctionnalité représentée par l’augmentation du nombre de 
cellules triples positives. Nous avons également noté une augmentation des proportions de 
cellules produisant l’IFN-γ, que ce soit seul ou en coexpression avec TNF-α ou CD40L. Le 
choix des anticorps utilisés pour le marquage ICS nous a permis d’observer les réponses de 
type Th1 des cellules T CD4. Les profils de sécrétion de cytokines par les cellules T CD4 des 
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lignées cellulaires provenant de donneurs VIH négatifs et positifs seront analysés 
prochainement plus en profondeur avec la technique du Luminex afin de déterminer si ces 
cellules ont d’autres fonctions pouvant correspondre à un autre sous-type de différenciation de 
cellules T CD4 auxiliaires. La production des cytokines IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13 sera entre 
autres analysée afin d’investiguer la présence de cellules T CD4 Th2. Cette analyse nous 
donnera plus d’informations sur le type de cellules composant les cellules spécifiques au VIH 
chez les sujets séronégatifs. Il sera intéressant de voir comment l’expression de ces cytokines 
chez les donneurs VIH- varie en la comparant à celle des donneurs VIH+. Chez les gens 
infectés par le VIH, on note une diminution de la production des cytokines Th1, 
particullièrement l’IL-2, l’IFN-γ et le TNF-α, ainsi qu’une augmentation de la production des 
cytokines Th2, dont l’IL-4, l’IL-5, l’IL-10 et l’IL-13 (127). Les réponses CMVpp65 pourraient 
également être analysées, chez les donneurs infectés par le VIH, afin d’observer si le 
débalancement entre la production de cytokines Th1 et Th2 est réservé aux réponses contre le 
VIH ou bien si toutes les réponses sont affectées lors d’une infection par le VIH. 
Avec les observations effectuées sur les différences entre les profils fonctionnels des 
donneurs VIH positifs et négatifs, nous nous sommes demandé si leurs affinités fonctionnelles 
différaient également. Nous avons décidé d’investiguer cet aspect, car il pourrait avoir un 
impact dans l’élaboration d’un vaccin contre le VIH, puisque le seuil d’activation des cellules 
T CD4 spécifiques au VIH a un rôle à jouer dans l’habilité des cellules à répondre aux 
antigènes du VIH. Les courbes de dose-réponse pour l’antigène gp41 ont démontré qu’il existe 
une variabilité au niveau de l’affinité pour cette protéine chez les sujets séronégatifs par le 
calcul desvaleurs EC50s pour les trois cytokines (TNF-α, CD40L et IFN-γ). Le donneur UD1 
a démontré que l’affinité des cellules T CD4 spécifiques au VIH pouvait se rapprocher très 
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près de celle retrouvée chez un donneur infecté par le VIH. Cela indique que les personnes 
non-infectées par le VIH sont capable de répondre à des doses physiologiques d’antigènes du 
VIH in vivo.  
Au cours des expérimentations, nous avons eu vent que la spécificité des lignées 
cellulaires pouvait être augmentée par l’ajout de CPAs fraîches au moment de la stimulation, 
puisqu’une présentation des antigènes plus efficace serait offerte aux cellules T CD4. Nous 
avons testé trois populations différentes de CPA, soit les cellules B, les monocytes et des 
PBMCs desquels nous avons enlevé les cellules CD3 positives. L’addition de monocytes 
préalablement pulsés s’est avérée être la population augmentant le plus la spécificité des 
lignées cellulaires. Au départ, les cultures de lignées cellulaires contenaient des CPAs ayant 
les capacités d’effectuer la présentation des antigènes de manière efficace, mais après 12 jours 
de culture, elles n’ont plus la même efficacité, car elles sont épuisées ou elles meurent. Cette 
technique montre toutefois une augmentation de la spécificité plus apparente pour les lignées 
cellulaires ayant de petites réponses lors de la stimulation sans monocyte. L’addition de CPAs 
fraîches peut pallier au manque d’affinité pour l’antigène, ce qui suggère une plus grande 
dépendance aux molécules de costimulation. Un inconvénient de cette technique est qu’elle 
augmente le bruit de fond. Malgré cela, les réponses nettes observées dans les conditions 
stimulées sont plus grandes que celles observées lors d’une stimulation sans monocyte, ce 
pourquoi nous avons utilisé cette technique pour la cartographie d’épitopes. L’augmentation 
du bruit de fond crée plus de problèmes chez les donneurs VIH positifs. Chez ces donneurs, 
les réponses contre le VIH sont de hautes affinités et les cellules T ne nécessitent pas une 
présentation d’antigène parfaite pour produire une réponse. C’est pourquoi les magnitudes des 
réponses contre les antigènes du VIH chez les individus séropositifs sans ajout de monocytes 
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sont plus élevées. L’ajout de monocytes pulsés aux lignées cellulaires VIH positives ne fait 
donc que réduire les réponses nettes en augmentant le bruit de fond. Pour remédier à ce 
problème, nous aurions pu essayer d’analyser les cellules avec un marquage cellulaire de 
surface seulement. L’addition d’un anticorps bloquant contre CD40 empêche le clivage du 
CD40L à la surface des cellules T et permet son marquage à la surface des cellules. Lors de 
son utilisation pour d’autres projets du laboratoire, nous avons remarqué que le bruit de fond 
pour CD40L est réduit. Pour TNF-α, il existe un inhibiteur de l’enzyme TACE, le «TNF-
alpha-processing inhibitor-0» (TAPI-0) (128). TACE est l’enzyme responsable du clivage du 
TNF-α de la membrane cellulaire pour lui donner sa forme soluble. Nous avons testé ces deux 
composés dans le but de trier des cellules et le marquage de surface était très beau. 
L’utilisation de l’anticorps bloquant contre CD40 et du TAPI-0 ne nous permettrait pas 
d’analyser la sécrétion d’IFN-γ, mais puisque de toute façon elle est minime, un marquage de 
surface pour TNF-α et CD40L pourrait peut-être s’avéré être une solution. 
Les lignées cellulaires ont été générées dans le but d’identifier les peptides 
immunodominants de la protéine Gp41 chez les donneurs séropositifs et séronégatifs. Nous 
avions comme hypothèse qu’il y aurait un certain partage entre les peptides dominants chez les 
donneurs VIH négatifs et positifs, puisque les résultats obtenus à l’aide des lignées cellulaires 
montrant que les sujets VIH négatifs possèdent des cellules spécifiques capables de 
reconnaître les antigènes du VIH par des réactions croisées. Cette hypothèse s’est avérée être 
exacte, puisqu’un partage entre les peptides identifiés chez notre donneur VIH séropositif et 
nos donneurs séronégatifs est observé, ce qui confirme la présence de réactions croisées chez 
les sujets non-infectés. Nous avons identifié un peu plus de peptides immunodominants qu’un 
groupe de recherche qui a effectué une étude similaire en utilisant des lignées de cellules T 
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CD4 pulsées à l’aide de cellules dendritiques dérivées de monocytes. Dans leurs expériences, 
ils ont identifié entre 2 et 9 peptides individuels donnant un résultat positif dans les analyses 
d’Elispot pour IFN-γ (93). De notre côté, nous avons identifié 12 peptides immunodominants 
chez le donneur VIH négatif UD1 et 5 chez le donneur UD3. Notre lignée cellulaire générée à 
partir d’un donneur VIH positif (HI7) a permis l’identification d’un plus grand nombre, soit 15 
peptides immunodominants. Cependant, les peptides individuels utilisés par l’autre groupe de 
recherche couvrent toute la séquence consensus du clade B du VIH, tandis que notre ensemble 
de peptides couvre seulement la protéine Gp41 du VIH. Les deux donneurs VIH négatifs ne 
montrent pas une dominance pour exactement les mêmes peptides, mais cela est en accord 
avec le concept d’une immunité hétérologue. Ce concept veut que le répertoire immunitaire 
soit altéré par chaque infection qu’un individu acquiert au long de sa vie. Cela affecte donc les 
réponses produites contre les infections à venir. Il a été démontré notamment qu’une infection 
par un virus hétérologue à un virus précédemment rencontré pouvait induire une réponse 
immunodominante contre un épitope ayant une réactivité croisée avec ces deux virus. 
Cependant, cet épitope ne serait pas immunodominant sans l’infection par le deuxième virus 
(113).  
Nous avons identifié 9 nouveaux peptides provoquant une réponse positive chez les 
donneurs VIH négatifs, puisqu’ils ne sont pas reportés dans la littérature et la banque de 
données de «Los Alamos National Laboratory». Ces peptides sont les peptides 125 
(AKRRVVQREKRAVGI), 129 (AMFLGFLGAAGSTMG), 177 (RQGYSPLSFQTRLPA), 
187 (VDGFLALIWDDLRSL), 188 (LALIWDDLRSLCLFS), 191 (LFSYHRLRDLLLIVT), 
198 (LKYWWNLLQYWSQEL), 199 (WNLLQYWSQELKNSA) et 200 
(QYWSQELKNSAVSLL). À noter que le peptide 125 chevauche la protéine Gp120 et Gp41. 
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Il contient les acides aminés 501 à 515 et la protéine Gp41 débute à la position 512. Il est donc 
tout à fait possible que le motif reconnu par les cellules se situe dans la partie Gp120 de la 
protéine de l’enveloppe du VIH plutôt que dans la sous-unité Gp41. De ces 9 peptides, 
seulement trois (191, 198 et 199) ont également montré une réponse positive chez le donneur 
VIH positif HI7. Le peptide 199 est le seul peptide ayant montré une réponse positive chez les 
trois sujets étudiés. La magnitude des réponses produites par le peptide 199 est nettement plus 
élevée que les autres peptides. Le peptide 198 à également une forte réponse chez l’individu 
HI7 et une réponse détectable est observée chez l’individu UD3. Puisque les peptides utilisés 
se chevauchent de 11 acides aminés, nous pouvons affirmer que le motif partagé par ces deux 
peptides (WNLLQYWSQEL) est un motif immunodominant pour la protéine Gp41 du VIH. Il 
est donc une cible de choix pour l’élaboration d’un vaccin. Du côté du donneur VIH positif, la 
majorité des peptides que nous avons identifiés étaient déjà reconnus dans la littérature. 
Cependant, 5 d’entre eux ne l’étaient pas. Il s’agit des peptides 191, 198 et 199, comme chez 
les donneurs VIH séronégatifs, mais aussi des peptides 201 (QELKNSAVSLLNATA) et 202 
(NSAVSLLNATAIAVA). À la suite de problèmes rencontrés pour la génération des lignées 
cellulaires, nous n’avons pas eu le temps de faire la cartographie d’épitopes sur un plus grand 
nombre de donneurs. Il serait intéressant de pouvoir ajouter à l’étude quelques donneurs, 
autant séronégatifs que séropositifs, afin d’observer si le peptide 199 provoque une réponse 
positive systématique chez tous les donneurs. 
L’optimisation de la technique pour effectuer la cartographie d’épitopes s’est avérée 
plus longue que prévu. Nous comptions tout d’abord l’effectuer à l’aide d’Elispots. Les 
Elispots contre l’IFN-γ sont généralement utilisés pour ce type d’analyse. Or, dans notre cas, 
les lignées cellulaires provenant de sujets VIH négatifs ne produisaient pas beaucoup de cette 
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cytokine. Malgré cela, nous avons tenté l’expérience, mais nous avons également effectué des 
Elispots contre TNF-α en parallèle. Les Elispots pour l’IFN-γ ne permettaient que 
l’identification de quelques peptides ayant de fortes réponses, tandis que les Elispots contre 
TNF-α présentaient un haut bruit de fond, ce qui camouflait les réponses positives de certains 
peptides étant de faible magnitude. Pour utiliser les Elispots, il nous fallait également une 
lignée ayant une bonne spécificité pour pouvoir observer une réponse. Nous n’avons pas testé 
l’ajout de monocytes lors d’une stimulation pour les Elispots, mais puisque nous avons noté 
une augmentation du bruit de fond par marquage intracellulaire et analyse de cytométrie en 
flux, nous croyons que cet ajout n’aurait fait que masquer davantage les réponses positives. Le 
marquage intracellulaire nous donnant également la possibilité d’analyser le CD40L, nous 
avons donc décidé d’utiliser cette méthode pour analyser la cartographie d’épitopes pour la 
protéine Gp41. 
Avec cette cartographie d’épitopes, les peptides identifiés pourront servir  au 
développement d’un vaccin à base d’épitopes. Un vaccin basé sur les épitopes devrait être 
suffisant pour induire une réponse immunitaire protectrice.  La présence de la protéine 
antigénique complète peut être efficace, mais ne serait pas nécessaire (90). Ce type de vaccin 
est facile à produire puisqu’il ne requiert que la synthèse de peptides. Cela en fait également 
un vaccin sécuritaire. Il doit cependant être administré avec un adjuvant, car les peptides seuls 
ne sont pas très immunogènes (95). On ne retrouve pas encore de vaccins à base d’épitopes sur 
le marché, mais plusieurs vaccins sont présentement en essais cliniques ou bien en 
développement, dont un vaccin contre le VIH contenant des peptides de la protéine 
Gp41(129). Ce vaccin, utilisant un peptide et une protéine recombinante incorporés dans un 
virosome, a montré une production d’immunoglobulines A (IgA) spécifiques à la protéine 
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Gp41 dans les tissus vaginaux chez le singe. Ces anticorps ont protégé les singes à la suite de 
plusieurs expositions de la muqueuse vaginale au virus SIV. Cette stratégie a également été 
testée chez l’humain et montre la présence d’anticorps IgGs et IgAs dans les muqueuses (130). 
Puisque l’on peut incorporer plusieurs épitopes dans ce type de vaccin, il est avantageux de 
choisir au moins un épitope stimulant chaque compartiment du système immunitaire adaptatif 
(cellules B, cellules T CD4 et cellules T CD8). Une étude réalisée chez des souris et des 
humains a démontré que ce type de vaccination pouvait induire des réponses de cellules T 
spécifiques lors d’une deuxième stimulation avec les mêmes peptides que ceux utilisés dans le 
vaccin. Le vaccin a également permis aux cellules T CD4 spécifique de monter une réponse 
lors d’une stimulation avec la protéine entière. De plus, ces réponses ont pu être observées 
chez des donneurs n’ayant pas les mêmes antigènes HLA (131). Il y aurait donc également la 
possibilité d’effectuer de la médecine personnalisée pour un vaccin à base d’épitopes. Puisque 
chaque personne ne répond pas exactement aux mêmes peptides, une cartographie comme 
celle que nous avons effectuée pourrait être utilisée afin d’identifier les épitopes à inclure dans 
le vaccin pour chaque individu.  
Un groupe de recherche en France a démontré qu’il était possible de transfecter des 
TCRs spécifiques à un épitope de Gag dans les cellules T CD4 de donneurs sains. Les cellules 
transfectées sont par la suite capables d’induire une réponse à la suite d’une stimulation par 
l’antigène spécifique, et ce, sans être restreintes à un seul allèle HLA-DR (132). Le transfert 
des gènes codant pour le TCR est une technique prometteuse qui a fait ses preuves en essais 
cliniques chez des patients présentant des tumeurs malignes métastatiques (133). 
L’identification de TCRs reconnaissant spécifiquement les peptides identifiés ci-haut, 
particulièrement pour le peptide 199, pourrait s’avérer utile pour procurer une immunité 
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préventive chez les individus non-infectés. En combinant cette technique à un vaccin, il sera 
possible de stimuler les cellules T CD4 ayant reçu un TCR et ainsi, il y aura une expansion de 
ces cellules et la création de cellules mémoires. Cette technique peut également être appliquée 
aux cellules T CD8. Les cellules T CD8 possédant un TCR de cellules T CD4 pourront offrir 
une réponse face aux antigènes restreints au CMH de classe II. Ceci pourrait se montrer 
efficace pour contrôler l’infection chez un individu présentant un bas taux de cellules T CD4. 
Un autre aspect qui serait intéressant d’explorer est le phénotype des cellules 
spécifiques au VIH que nous avons identifiées chez les donneurs séronégatifs. Une légère 
modification du panel d’anticorps pour les analyses de cytométrie en flux permettrait 
d’observer la proportion de cellules effectrices (TEFF), de cellules centrales mémoires (TCM) et 
de cellules mémoires effectrices (TEM). L’IFN-γ et l’IL-2 pourraient être remplacés par les 
marqueurs CD45RA et CCR7. CD62L est parfois utilisé pour identifier les cellules naïves et 
mémoires centrales, mais puisque nous travaillons avec des cellules ayant été congelées, 
l’expression de CD62L est réduite. CD27 serait par contre un autre marqueur pouvant être 
utilisé. Les cytokines TNF-α et CD40L servirait à l’identification des cellules antigènes 
spécifiques. En principe, il ne devrait pas y avoir de cellules doubles positives pour 
CD45RA+CCR7+ dans la population de cellules antigènes spécifiques, car il s’agit du 
phénotype pour les cellules naïves. Il serait également intéressant de trier les cellules T CD4 
naïves, et les cellules mémoires et de refaire les expériences de prolifération CFSE afin 
d’observer si les cellules spécifiques au VIH proviennent de l’expansion des cellules naïves ou 
bien de la réactivation des cellules mémoires. À ce sujet, un groupe de recherche a effectué 
une expérience semblable en cartographiant le génome complet du clade C du VIH-1 pour les 
différents sous-types de cellules T CD4 (naïves, TEM et TEFF). Ils ont comparé la fréquence des 
    112 
 
cellules T CD4 spécifiques au VIH à la fréquence de cellules T spécifiques pour l’anatoxine 
tétanique (TT). Chez les cellules naïves, les fréquences sont les mêmes, mais pour les deux 
types de cellules mémoires, celles étant spécifiques au VIH sont présentes en plus petite 
quantité. Cela suggère encore une fois que ces cellules dérivent de réactions croisées (119). Un 
autre groupe a également identifié des cellules T CD4 mémoires spécifiques au VIH chez des 
individus non-infectés. Ils ont démontré que ces cellules étaient capables de produire des 
cytokines rapidement et que la population tendait à être plus oligoclonale, comme le sont les 
cellules mémoires (86).  
 
Conclusion  
Des cellules T CD4 spécifiques au VIH existent bel et bien en proportion significative 
chez les donneurs séronégatifs. Ces cellules produisent des réponses robustes dominées par la 
sécrétion de TNF-α et CD40L. Nos résultats suggèrent que la protéine Gp41 est une protéine 
immunodominante concernant les réponses des cellules T CD4 des donneurs VIH négatifs, 
puisque la cartographie d’épitopes pour cette protéine a identifié plusieurs peptides individuels 
reconnus par les cellules T CD4. Ces résultats devront être confirmés sur un nombre de sujets 
plus important. Ces cellules préexistantes pourraient avoir un rôle important à jouer dans 
l’élaboration des réponses immunitaires durant l’infection par le VIH et contribuer à leurs 
variabilités, ou bien influencer la qualité, la magnitude et la spécificité des réponses générées 
par un vaccin. Les résultats de cette étude peuvent être intéressants pour la génération d’un 
vaccin contre le VIH puisqu’ils indiquent des épitopes immunodominants qui pourraient être 
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incorporés dans un vaccin. Ces épitopes pourraient également être exploités pour la génération 
de TCRs destinés à la transfection dans les cellules T afin de procurer une immunité cellulaire.  
Pour les études futures, une analyse des marqueurs induits par l’activation sur les 
cellules T CD4 spécifiques au VIH fera un bon complément à l’étude. L’expression des 
marqueurs d’activation CD69, CD40L, CD25 et Ox40 sera analysée directement ex vivo, ce 
qui permettra d’observer s’il y a une corrélation avec les résultats de prolifération CFSE ou 
non. Concernant les expériences de prolifération CFSE, il a été prévu de répéter ces 
expériences avec le pool de peptide correspondant à la protéine gp41 puisque la majorité des 
lignées cellulaires ont été généré avec cet antigène. Une analyse de prolifération CFSE est 
également prévu sur des populations triées selon leur statut de différenciation, c’est-à-dire les 
cellules naïves, les cellules mémoires centrales, les cellules effectrices et les cellules mémoires 
effectrices. Cela permettra de confirmer que les cellules répondant aux antigènes du VIH chez 
les sujets non-infectés sont des cellules de type mémoire. Pour finir, il serait intéressant 
d’explorer si la pré-immunisation engendrée par les cellules T CD4 spécifiques au VIH 
préexistantes est capables de prédire certaines caractéristiques qu’aura l’immunité auxiliaire 
produite par un vaccin candidat.  
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